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Abstrakt 
Predloţená práca je zameraná na moţnosť prípravy kombinovaných mikro- a nanočastíc 
obsahujúcich prírodný extrakt s antioxidačným účinkom, ibuprofenom ako protizápalovou 
a analgetickou zloţkou a klotrimazolom ako látkou s antifungálnym účinkom. V teoretickej 
časti bola vypracovaná rešerš zameraná na metódy prípravy lipozómov a enkapsuláciu 
aktívnych látok, charakterizáciu častíc a metódy stanovenia obsahu enkapsulovaných zloţiek. 
Ďalej bol popísaný kvasinkový kmeň Candida a metódy stanovenia antimikrobiálnej aktivity. 
Do lipozómov, alginátových a chitosanových častíc boli enkapsulované vymenované zloţky. 
Bola charakterizovaná antioxidačná aktivita extraktov. Ďalej boli stanovené a porovnané 
enkapsulačné účinnosti jednotlivých zloţiek a dlhodobá stabilita týchto zloţiek vo vodných 
roztokoch všetkých 32 typov pripravených častíc. Metódou HPLC bol určený obsah liečiv 
a spektrofotometricky obsah polyfenolov. Na určenie veľkosti vybraných typov častíc bola 
pouţitá metóda DLS a na stabilitu zeta potenciál. Boli vykonané antimikrobiálne testy na 
kmeni Candida glabrata a bol porovnaný účinok látok vo voľnom roztoku, v časticiach  
a  rozrušených lipozómoch. Na záver bolo navrhnuté moţné vyuţitie pripravených lipozómov 
do kozmetického či farmaceutického prípravku.  
 
Abstract  
The presented bachelor thesis is focused on the way to prepare combined micro- and 
nanoparticles containing some natural extracts with antioxidant effects, ibuprofen as the anti-
inflammatory and analgetic agent and clotrimazole as the agent with an antifungal effect. The 
theoretical part contains an introduction of the methods of liposome preparation and a review 
of encapsulation techniques, methods of particles characterization, and analysis of active 
substances content.  
Furthermore, the yeasts of the genus Candida and the methods of the antimicrobial activity 
determination are described. The mentioned components were encapsulated into liposomes, 
alginate and chitosan particles. The antioxidant activity of the extracts was determined 
spectrophotometrically. The encapsulation effectivity of active substances into particles and 
the long-term stability of encapsulated components were determined and compared too. The 
HPLC method was used for measuring of the concentration of drugs and spectrophotometric 
method was used to quantify the content of polyphenols. Prepared particles were 
characterized with DLS method (size) and zeta- potential (stability). Finally, antibacterial 
properties of prepared particles and extracts using the test system Candida glabrata were 
studied. The antimycotic effect of particles, disturbed liposomes and extracts was compared. 
Finally, potential utilization of prepared liposomes in a cosmetic or pharmaceutical product is 
proposed. 
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lipozómy, enkapsulácia, antifungálny, Candida, antioxidanty, ibuprofen, klotrimazol 
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1 ÚVOD 
Pojem nanotechnológia je odvodený od gréckych slov nanos (trpaslík) a techné (schopnosť, 
skúsenosť). V definícii toho, čím sa vlastne nanotechnológia zaoberá, hrá dôleţitú rolu 
veľkosť objektov záujmu. Nanotechnológia sa zaoberá objektmi s veľkosťou v rádoch 
nanometrov (10
-9
 m).  Ako zakladateľ nanotechnológie je obvykle uvádzaný fyzik Richard P. 
Feynmann (1918 – 1988), ktorý na zasadaní kongresu American Physical Society v roku 1959 
v príspevku There’s plenty of room at the bottom na(ČR)tol princípy nanotechnológie, čiţe 
manipuláciu priamo s jednotlivými molekulami. Ako nanomateriály sa označujú také 
materiály, ktorých stavebnými prvkami sú nanočastice s presne definovanými vlastnosťami. 
Priestorové usporiadanie nanočastíc môţe vytvárať ďalšie štruktúry, ako napríklad vlákna, 
trubice alebo tenké vrstvy. Nanovlákna sú veľmi nádejné pre celú radu lekárskych aplikácií – 
a pritom jeden ich rozmer je o niekoľko rádov väčší neţ nanometrový. 
Striktne vzatá nanomedicína je zatiaľ hudbou budúcnosti, predstavuje priamu aplikáciu 
techník molekulárnej nanotechnológie v medicíne. Nanomedicínu je moţné aplikovať v celej 
rade odborov, ako napríklad nanodiagnostika, nanofarmakológia, regeneratívna medicína, 
implantáty, terapeutickí nanoboti. Nantechnológiu je moţné s pomerne veľkým úspechom 
vyuţiť aj vo výskume konvenčných liekov, pomocou nanočastíc sa dá pomerne dobre 
sledovať napríklad distribúcia liekov v organizme. Pre klinické aplikácie nantechnológií je 
však omnoho zaujímavejšie priame pouţitie nanotechnológií pri návrhu liekov. Nanoštruktúry 
môţu predstavovať priamo vlastnú liečivú látku alebo sa môţu podieľať na distribúcii 
klasického farmaka v organizme pacienta. 
Lipozómy sú fosfolipidové častice, ktoré majú veľkosť od 20 nm do 5 μm. Ich základom je 
fosfolipidová membrána obaľujúca priestor s vodou fázou. V lipozómoch môţu byť 
transportované hydrofilné aj hydrofóbne látky. Lipozómy je moţné pouţiť napríklad 
k systémovej aplikácii liekov cestou koţe alebo sliznice.  
Predloţená práca bude zameraná na prípravu mikro- a nanočastíc obsahujúcich ibuprofen, 
klotrimazol a prírodné extrakty (antioxidanty- polyfenoly, flavonoidy). Ibuprofen je 
frekventovane pouţívané voľno predajné nesteroidové analgetikum. Má protizápalové 
vlastnosti. Pouţíva sa na liečbu bolesti a zápalu. Existuje vo forme tabliet, sirupov a liekov 
pre lokálne podanie (krémy, gély). Klotrimazol je liečivo s antimykotickým účinkom. Podľa 
súčasných poznatkov je antimykotický účinok spôsobený potlačením biosyntézy ergosterolu. 
Ergosterol je esenciálnou súčasťou bunkovej membrány mycét. Pod vplyvom klotrimazolu 
dochádza k výrazným zmenám a poškodeniu membrán, ktoré vedú k rozpadu fungálnych 
buniek [1]. Polyfenoly sú sekundárne metabolity produkované vyššími rastlinami. Majú 
pozitívne pôsobenie na ľudský organizmus hlavne ako antioxidanty, ďalej ako antialergické, 
protizápalové, protinádorové, antimikrobiálne, antimykotické látky [2]. Flavonoidy sú 
prírodné látky, ktoré sa nachádzajú v semenách, citrusových plodoch, olivovom oleji, čaji či 
v kakau. Rastliny obsahujúce flavoniody sú uznávané pre svoje blahodarné účinky na ľudské 
zdravie v súvislosti s ich antioxidačnými účinkami. Ďalej majú schopnosť modulovať 
niekoľko enzýmov cicavcov a pôsobia proti kardiovaskulárnym, neurodegračným, 
endokrinným a imunitným ochoreniam a chorobám súvisiacim so starnutím obyvateľstva [3]. 
Výsledkom práce by mali byť stabilné častice obsahujúce vyššie popísané enkapsulované 
zloţky, ktoré by sa mali pozvoľne uvoľňovať do koţe a pôsobiť antioxidačne, protizápalovo 
a antimykoticky. 
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2 TEORETICKÁ ČASŤ 
2.1 Lipozómy 
Lipozómy sú unilamelárne, oligolamelárne alebo multilamelárne vezikulárne systémy 
a pozostávajú z rovnakého materiálu ako bunkové membrány (fosfolipidové dvojvsrtvy). 
Fosfolipidy majú hydrofilnú hlavičku a hydrofóbny chvostík, ktorý sa skladá z dlhého 
uhľovodíkového reťazca. Membrána lipozómov má zloţenie veľmi podobné koţnej bariére, 
takţe sa lipozómy jednoducho začlenia do ľudskej pokoţky. Lipozómy sú schopné pri 
kontakte s koţou cielene vylúčiť enkapsulované farmaceutické, či kozmetické aktívne látky. 
Lipozómy bez enkapsulovaných aktívnych látok, vakantné vezikuly, sú taktieţ účinnými 
aktívnymi látkami pre pokoţku, keďţe fosfatidylcholín obsahuje esenciálnu látky, ktorú si 
telo nedokáţe samo vytvoriť: linolovú kyselinu. Lipozómy sú vyuţívané ako biokompatibilné 
nosiče liečiv, peptidov, proteínov, plasmidovej DNA, nekódujúcich oligonukleotidov alebo 
ribozýmov pre farmaceutické, kozmetické a biochemické účely. Obrovská paleta veľkosti 
častíc a fyzických parametrov lipidov umoţňuje atraktívne moţnosti pre vytváranie nosičov 
šitých na mieru s širokou škálou vyuţitia [4]. 
 
 
Obrázok 1: Štruktúra lipozómu [5] 
2.1.1 Delenie lipozómov 
Podľa štruktúry delíme lipozómy na: 
 unilamelárne, obsahujúce jednu vrstvu fosfolipidov (UV), 
 veľké oligolamelárne (OLV; 0,1 – 1 μm), 
 multilamelárne, obsahujúce viac vrstiev fosfolipidov (MLV; 0,1 – 1 μm). 
 
Obrázok 2: Druhy lipozómov [6] 
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Podľa veľkosti delíme unilamelárne lipozómy na: 
 malé (SUV;<100 nm),  
 veľké (LUV; 100–1000 nm), 
 obrie (GUV; ≥1 μm). 
Podľa náboja je moţné lipozómy rozdeliť na: 
 neutrálne,  
 kladne nabité,  
 záporne nabité [7]. 
2.1.2 Moţnosti prípravy lipozómov 
2.1.2.1 Metóda TLE (Thin layer evaporation) 
Zmes sójového lecitínu a cholesterolu je zmiešaná s organickým rozpúšťadlom (metanol 
a chloroform) ktoré je následne odparené pomocou vákuovej rotačnej odparky. Na stene 
banky je vytvorený tenký fosfolipidový film. Nasleduje pridanie vodnej fáze, pri ktorom 
fosfolipidový film bobtná a sú spontánne formulované rôzne typy lipozómov so širokou 
distribúciou veľkosti. Ultrafiltráciou takto získaných zmesí lipozómov, napríklad cez 
polykarbonátové membrány, je moţné zníţiť ich polydisperzitu [8]. 
2.1.2.2 Odparovanie na reverznej fáze 
Pri tejto metóde je pridaný vodný roztok pufru k roztoku fosfolipidov v organickom 
rozpúšťadle (napríklad v étheri) a toto rozpúšťadlo je odparené. Po pridaní vodnej fázy 
vzniknú najprv reverzné micely. Pri odparovaní rozpúšťadla dochádza postupne k ich kolapsu 
za vzniku dvojvrstiev. Touto metódou je moţné pripraviť lipozómy s podstatne väčším 
podielom endoverzikulárnej vodnej fázy, neţ v prípade bobtnania filmu fosfolipidov [8].  
2.1.2.3 Ultrazvuková ekapsulácia 
Unilamelárne lipozómy je moţné pomerne spoľahlivo pripraviť účinkom ultrazvuku na vodnú 
disperziu membránotvorného tenzidu. K vodnému roztoku enkapsulovanej látky je pridaný 
lecitín a cholesterol a pomocou zdroja ultrazvuku je zmes intenzívne premiešavaná za vzniku 
lipozómov. Túto metódu je moţné kombinovať s gélovou permeačnou chromatografiou 
a získať tak unilamelárne lipozómy s úzkou distribúciou veľkostí [8]. 
2.1.2.4 Injekčná metóda 
Je to metóda slúţiaca k príprave unilamelárnych lipozómov. Injekčnou striekačkou s úzkou 
ihlou sa veľmi pomaly (10-4 aţ 10-2 ml/min) dávkuje alkoholický roztok lipidu do intenzívne 
miešanej vodnej fázy [8]. 
2.1.3 Úprava lipozómov- extrúzia 
Extrúzia je metóda zaloţená na opakovanom pretláčaní veľkých multilamelárnych lipozómov 
za mierneho tlaku (260 N/m
2) cez dva skladané filtre s veľkosťou pórov 0,1 μm. Výsledkom 
extrúzie je relatívne homogénna zmes veľkých unilamelárnych lipozómov, ktorých priemer sa 
pohybuje okolo 90 nm. Pri pouţití filtrov s väčšími pórmi je moţné vytvoriť väčšie lipozómy 
s vyššou schopnosťou enkapsulácie [9].  
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2.1.4 Aplikácie lipozómov v kozmetike 
Lipozómy ako nosná časť aktívnych látok, ponúkajú mnohé výhody. Lipidy sú hydratované 
a napomáhajú k zníţeniu suchosti pokoţky, ktorá je hlavnou príčinou jej starnutia. Práve preto 
je v kozmetickom priemysle produkované veľké mnoţstvo krémov proti starnutiu s obsahom 
lipozómov. Ďalšie kozmetické produkty sú napríklad lipozómové pasty, pouţívané ako 
náhrada za krémy, prípravky obsahujúce extrakty, zvlhčujúce látky alebo aktívne látky 
vhodné pre aplikáciu na poranenia a slnečné spáleniny. Na trhu je tieţ moţné naraziť na 
opaľovacie krémy s obsahom lipozómov, vlasové kondicionéry, parfémy s dlhou dobou 
účinku alebo prípravky po holení [10].  
2.1.5 Uplatnenie lipozómov v transporte liečiv 
Pod pojmom inteligentné nanočastice sa označujú častice schopné odpovedať na špecifické 
prostredie alebo stimul. Príkladom inteligentných častíc vyuţiteľných vo funkcii liekových 
mininosičov sú polymérové lipozómy. Lipozómy môţu niesť hydrofilné liečivá vo svojom 
vnútornom hydrofilnom jadre, alebo hydrofóbne látky vo svojej lipofilnej membráne. 
Pripravujú sa z prírodných lipidov, sú teda biodegradovateľné a biokompatibilné. Udelenie 
poţadovanej vlastnosti lipozómom môţu sprostredkovať prírodné alebo syntetické polyméry, 
ktoré je moţné pripojiť k vonkajšiemu aj vnútornému povrchu lipozómovej membrány [11]. 
2.2 Charakterizácia častíc 
2.2.1 DLS 
Dynamický rozptyl svetla je metóda vhodná pre meranie veľkosti častíc v submikrónovej 
oblasti. Základom tejto neinvazívnej techniky je meranie fluktuácie intenzity rozptýleného 
svetla z laserového zdroja okolo jej priemernej hodnoty. Tieto fluktuácie súvisia 
s interferenčným zoslabovaním a zosilňovaním svetla rozptýleného na nestacionárnych 
časticiach disperznej fáze, podliehajúcich Brownovmu pohybu.  
Čím rýchlejšie sa častice pohybujú, tým rýchlejšie sa intenzita rozptýleného svetla mení. 
Rýchlosť týchto zmien je priamo závislá na pohybe molekuly [12].  
2.2.2 Zeta potenciál 
Pre elektricky nabitú suspenziu sa dá princíp rovnováhy sily popísať teóriou, ktorá navrhuje, 
ţe energetická bariéra vyplývajúca z odpudivej sily zabráni, aby sa dve častice navzájom 
k sebe priblíţili a drţali pohromade, pokiaľ tieto častice nemajú dostatočnú tepelnú energiu 
pre prekonanie tejto bariéry. Veľkosť tejto potenciálovej bariéry je moţné vyjadriť pomocou 
zeta potenciálu, čo je potenciál sklzu medzi časticou a zdruţenou dvojvrstvou s obklopujúcim 
rozpúšťadlom. Ak majú všetky častice v suspenzii vysoký negatívny alebo pozitívny 
potenciál zeta, potom budú inklinovať k odpudzovaniu sa navzájom a častice nebudú mať 
ţiadnu tendenciu sa zhlukovať. Ak budú mať častice nízke hodnoty zeta potenciálu, potom 
odpudzovanie nebude dostatočné k tomu, aby sa zabránilo zhlukovaniu častíc. Všeobecná 
čiara medzi stabilnou a nestabilnou suspenziou sa berie ako +30 mV alebo - 30 mV a častice, 
ktoré majú zeta potenciál mimo tieto medze, sa povaţujú za stabilné [13].  
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2.3 Enkapsulácia aktívnych látok 
Enkapsulácia je dej, pri ktorom dochádza k zapúzdreniu jednej látky druhou látkou. 
Enkapsulácia sa uskutočňuje pridaním fosfolipidov k roztoku enkapsulovanej látky 
a následným rozmiešaním, napríklad pomocou ultrazvuku. Pre enkapsuláciu sú dôleţité: 
 Enkapsulovaný objem danej látky: jeho jednotkou je μl/μmol, ide o membránou 
uzavretý objem látky vzťaţený na jednotku lipidov. 
 Enkapsulačná účinnosť: je podiel enkapsulovanej látky k jej pôvodnému mnoţstvu. 
Vyjadruje sa v %.  
2.4 Enkapsulované liečivá 
2.4.1 Ibuprofen 
Ibuprofen je celosvetovo najpouţívanejším liečivom pri liečbe miernej a stredne silnej bolesti 
a zápalu. Topické lieky obsahujúce ibuprofen (krémy, gély, peny a spreje) sú bezpečnejšou 
alternatívou ku liekovým formám so systémovým účinkom ibuprofenu. Pri perorálnom, 
rektálnom alebo intravenóznom uţívaní ibuprofenu je dôleţité optimalizovať dávkovanie 
podľa hmotnosti pacienta a indikácie, aby sa minimalizoval výskyt neţiaducich účinkov. 
Ibuprofen sa pouţíva vo forme kyseliny alebo jej rýchlejšie rozpustných solí – sodnej, 
lyzínovej, arginínovej. Na perorálne uţívanie je ibuprofen dostupný vo forme tabliet prvej 
a druhej generácie, ţelatínových kapsúl, šumivých tabliet a granulátov, orodispergovateľných 
tabliet, sirupov a suspenzií. Na zvýšenie analgetického účinku je moţné pouţiť kombináciu 
ibuprofenu s paracetamolom, kofeínom alebo opioidnými liečivami. Pri liečbe chrípky 
a prechladnutia sú vhodné jeho kombinácie s pseudoefedrínom, fenylefrínom 
a chlórfeniramínom. Pri liečbe bolesti spojenej s nespavosťou je dostupná v zahraničí 
kombinácia s difenhydramínom a pre pacientov s artritídou je dostupná kombinácia 
ibuprofenu s famotidínom [14]. 
 
Obrázok 3: Štruktúrny vzorec ibuprofenu 
Mechanizmus účinku ibuprofenu spočíva v neselektívnej inhibícii enzýmu cyklooxygená- 
zy (COX), čím sa zniţuje tvorba prostanoidov. V mieste postihnutia periférneho tkaniva 
prostaglandíny odvodené od kyseliny arachidónovej zvyšujú citlivosť bolestivých nervových 
zakončení a na úrovni miechy zvyšujú prenos bolestivých impulzov do mozgu. Analgetické 
pôsobenie ibuprofenu sa tak prejavuje nie len na úrovni periférnej, ale aj centrálnej. 
Antiflogistický účinok je vyvolaný inhibíciou tvorby prostaglandínov a čiastočne aj 
bradykinínu počas zápalového procesu. Výsledkom je zníţená adherencia granulocytov na 
poškodených cievach, stabilizácia lyzozómov a inhibícia migrácie leukocytov a makrofágov 
na miesto zápalu [15]. 
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Antipyretické pôsobenie je výsledkom tlmenia reakcie hypotalamu na interleukín-1 
a zníţenia tvorby prostaglandínov v centrálnom nervovom systéme (CNS), kde vznikajú ako 
odpoveď na bakteriálne pyrogény. Inhibícia tvorby tromboxánu cyklooxygenázou v krvných 
doštičkách je príčinou antitrombotického účinku ibuprofenu [15]. 
2.4.2 Klotrimazol 
Účinná látka klotrimazol bola vyvinutá v laboratóriách spoločnosti Bayer v roku 1967. 
Klotrimazol je moderné, širokospektrálne antimykotikum, patriace do skupiny imidazolových 
derivátov, ktoré inhibujú syntézu ergosterolu, základnú zloţku bunkových membrán 
hubovitých mikroorganizmov. Oproti iným účinným látkam je klotrimazol rovnako účinný 
proti všetkým hubovitým mikroorganizmom (plesne, dermatofyty, kvasinky), ktoré sú 
schopné vyvolať infekciu koţe človeka. Klotrimazol je vysoko účinný, pretoţe preniká do 
koţe v dostatočnej koncentrácii. Klotrimazol má kvality, ktoré garantujú úspešné vyliečenie. 
Neţiaduce účinky sa pri liečbe klotrimazolom neočakávajú, pretoţe účinná látka sa dostáva 
len veľmi obtiaţne do krvného riečiska. Primárna alebo sekundárna rezistencia hubovitých 
mikroorganizmov proti klotrimazolu je nepravdepodobná. Naviac je klotrimazol účinný i proti 
rôznym baktériám, ktoré sa môţu podieľať na sekundárnej infekcii [16]. 
Azoly (imidazoly, triazoly) – veľká skupina syntetických antifungálnych látok. Spôsob 
účinku na huby je viacerými mechanizmami: obmedzenie syntézy ergosterolu, významnej 
zloţky bunkovej membrány inhibíciou enzýmu 14α-demetylázy lanosterolu, ktorý katalyzuje 
premenu lanosterolu na ergosterol, priama väzba na cyt P450. Nedostatok ergosterolu 
a hromadenie jeho prekurzorov vedie k zmene štruktúry a funkcie plazmatickej membrány, 
obmedzeniu delenia, aţ smrti buniek húb. Niektoré azoly inhibujú tieţ syntézu nesterolových 
lipidov, spôsobia rozvrat ich metabolizmu, vo vysokej koncentrácii môţu interagovať priamo 
s lipidovou membránou. Spektrum účinku: zahŕňa kvasinky, vrátane lipofilných, dermatofyty, 
endemické termálne dimorfné huby a niektoré vláknité non-dermatofyty. Pôsobia 
fungistaticky, in vitro aj fungicídne vo vyšších koncentráciách – tie však po orálnom podaní 
nie sú dosiahnuteľné in vivo, prípadne sú pre pacienta toxické. Väčšina azolov inhibuje tieţ 
korynebaktérie, „koţné“ G+ koky, prípadne trichomonády. Azolové deriváty sú rozdielne 
účinné na individuálne rody a druhy húb, vývoj sekundárne rezistentných kmeňov sa pozoruje 
prevaţne pri systémových azoloch a v posledných rokoch značne rastie. Všetky imidazolové 
deriváty (výnimkou je ketokonazol) sú určené na lokálnu aplikáciu, ich všeobecná aktivita 
a spektrum účinku sú v hlavných rysoch porovnateľné [17].  
Dlhodobo si udrţujú dobrú účinnosť na dermatofyty a kvasinky, rezistentné kmene sú 
zriedkavé. Patrí k nim:  klotrimazol – pouţitie: dermálny krém a sprej pri liečbe koţnej 
kandidózy; šampón na vlasy pri seboroickej dermatitíde, vaginálne čapíky pri 
nekomplikovanej kandidóze, prípadne trichomonóze. Systémové vstrebanie klotrimazolu 
z koţe dosahuje 2 – 3 %, zriedka viac [17]. Ekonazol, tiokonazol, fentikonazol patria k iným 
imidazolom, ktorých dermálne liekové formy majú podobne široké pouţitie [18]. Vaginálne 
tablety/globuly sú vhodné i na liečbu infekcií zmiešanej etiológie (napr. kandidóza plus 
trichomonóza, baktérie) [17]. 
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Obrázok 4: Štruktúrny vzorec klotrimazolu [19] 
2.5 Bylinné extrakty 
2.5.1 Tymian obecný – Thymus vulgaris 
Dúška tymianová alebo tymian je malý, trváci, voňavý polokrík z čeľade hluchavkovité. 
Dorastá do výšky 20 - 30 cm. Listy sú čiarkovité aţ elipsovité, kvety sú fialovej alebo bielej 
farby. Patrí k juhoeurópskym rastlinám, často sa pestuje ako obľúbená liečivá a koreninová 
kuchynská bylina. Rozmnoţuje sa semenami. Rastie na slnečných, suchších a ľahších pôdach. 
Zbiera sa vňať, ktorá sa krátko pred rozkvitnutím pokosí a vo viazaničkách sa rýchlo usuší.  
Vo farmácii sa z drogy pripravujú odvary, sirupy, extrakty, liečivé čaje a získava sa z nich 
silica. Silica sa pridáva do rôznych prípravkov, ako napr. zubná pasta, ústne vody, 
dezinfekčné mydlá atď. 
Hlavnou zloţkou je tymol 20 - 40%, ďalej karvakol, cymol, borneol, linalol, pinén a iné. 
Tymol je vzácna, vysoko baktericídna, teda dezinfekčná látka. Droga rozpúšťa hlieny, 
v ľudovej liečbe sa pouţíva ako kloktadlo proti čiernemu kašľu a zápalu priedušiek. Pôsobí 
proti nadúvaniu, pri zápaloch tráviaceho traktu. Mierni kašeľ a pôsobí protizápalovo. Čerstvý 
tymian je moţné pouţiť pri poštípaní hmyzom. 
 
Obrázok 5: Tymian obecný[20] 
Tymian sa najviac vyuţíva v kuchyni v usušenej ale aj čerstvej podobe. Pouţíva sa na 
ochutenie omáčok, mäsa, údenín, liehovín a likérov, na konzervovanie rýb. Je súčasťou 
francúzskeho korenia bouquet garni. Zápar sa pripravuje z 1 čajovej lyţičky drogy na šálku 
vody. Pri vonkajšom pouţití pri kúpeľoch pouţívame 200 g drogy na polovicu vane [20]. 
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Jeho predávkovanie môţe spôsobiť tyreotoxikózu (zvýšená činnosť štítnej ţľazy), preto by sa 
mal pouţívať s mierou. Meno tymian pochádza z Egyptu. Egypťania pouţívali silicu tymianu 
na balzamovanie múmií [20]. 
2.5.2 Ľubovník bodkovaný – Hypericum perforatum L. 
Ľubovník je trváca bylina s holou oblou vzpriamenou a v hornej časti rozkonárenou stonkou, 
vysokou aţ 80 cm. Listy sú sediace, proti stojné, podlhovasté a celistvo okrajové. V proti 
svetle vidieť na nich priesvitné bodky - ţliazky naplnené silicou a menej početné tmavé 
bodky obsahujúce červené farbivo hypericín. Vytvára zlatoţlté voľnolupienkové kvety, ktoré 
majú v priemere 2 - 2,5 cm a sú zoskupené do zloţeného súkvetia. Plod je tobolka. Aj v plode 
sú ţliazky v tvare bodiek. Rastie na svetlých miestach na okrajoch lesov, na pasienkoch, 
rúbaniskách a na lúkach chudobných na ţiviny. Je hojne rozšírený od níţin aţ do podhoria 
v niekoľkých poddruhoch. Zberajú sa kvitnúce vrcholčeky vňate dlhé 20 - 30 cm. Sušia sa vo 
zväzočkoch zavesených v tieni, alebo v umelých podmienkach pri teplote do 40 °C. Vysušená 
vňať je zelená a kvety sú ţlté. 
Silica a triesloviny majú antiseptické, protizápalové a sťahujúce vlastnosti, flavonoidy 
uvoľňujú kŕče, hypericín má preháňavé aj protivírusové účinky, xantóny pôsobia 
antidepresívne. Ľubovník sa oddávna pokladá za výnimočnú rastlinu, pretoţe má 
širokospektrálne liečivé pouţitie.  
Veľmi priaznivo účinkuje pri chorobách tráviacej sústavy (najmä ţalúdka, ţlčníka 
a pečene), pri poruchách močových ciest, nervových poruchách (nervová vyčerpanosť, 
nespavosť, predráţdenosť, migrény, depresie), menštruačných poruchách a ťaţkostiach v kli-
maktériu, zlepšovaní krvného obehu, zvonka v obkladoch na rany, popáleniny, hemoroidy 
a pod. Zapar pripravíme z jednej polievkovej lyţice drogy, ktorá sa zaleje štvrť litrom horúcej 
vody a po vylúhovaní sa pije. Pri pouţití jednej čajovej lyţičky drogy na rovnaké mnoţstvo 
vody vznikne chutný čaj, ktorý ani nepripomína liečivo. Na vonkajšie obklady moţno pouţiť 
zapar z 2 - 3 lyţíc vňate a malého mnoţstva horúcej vody. 
U niektorých ľudí vyvoláva citlivosť na slnečné svetlo, čo sa môţe prejaviť sčervenaním 
koţe alebo vyráţkami. Neodporúča sa preto spájať jeho uţívanie s pobytom na slnku [21]. 
 
Obrázok 6: Ľubovník bodkovaný [21] 
2.5.3 Majorán záhradný – Majorana hortensis Mill. 
Majorán záhradný je jedno- aţ dvojročná sivozelená bylina vysoká 10 aţ 30 cm, 
s rozkonárenými stonkami. Stonkové listy sú proti stojné, krátkostopkaté, vajcovité, celistvo 
okrajové. Z pazúch listeňov vyrastajú stopkaté paprasleny drobných ruţových alebo bielych 
pyskovitých kvetov ktoré majú listeňovitý kalich a tyčinky vyčnievajúce z koruny. Plody sú 
štyri svetlohnedé tvrdky. 
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Rastlina pochádza pravdepodobne z Prednej Ázie. Pestuje sa v celej Európe, v Amerike 
a na Blízkom východe. U nás sa pestuje na poliach alebo v záhradkách. Majorán moţno kúpiť 
aj v obchode ako obľúbenú a vyhľadávanú koreninu. 
Zberá sa vňať s kvetmi a suší sa vo zväzkoch v tieni a prievane alebo v umelých 
podmienkach pri teplote do 40 °C. Po vysušení sa koncové časti s kvetmi rozdrvia tak, ako ich 
poznáme vo forme koreniny. Suchá droga má sivozelenú farbu. 
Liečivé účinky majoránu sa prejavujú upokojujúco na nervovú sústavu, preto pôsobí 
blahodarne pri stresoch, rozčúlení, migréne, nespavosti, pocitoch slabosti, tlmení 
menštruačných bolestí, podporou trávenia a odstraňovaním plynatosti, priaznivým vplyvom 
na tvorbu mlieka. 
Zvyčajne sa pouţíva jedna čajová lyţička drogy na pohár horúcej vody. Pije sa dvakrát 
denne. Zápar s takouto koncentráciou je vhodný aj na vonkajšie pouţitie, ale môţe sa pouţiť 
aj silnejší [22]. 
 
Obrázok 7: Majorán záhradný[22] 
2.5.4 Skorocel kopijovitý – Plantago lanceolata L. 
Patrí medzi najznámejšie liečivé rastliny. Skorocel je trváca bylina, ktorá vţdy na jar vyháňa 
z koreňa prízemnú ruţicu kopíjovitých celistvo okrajových listov so ţliabkovitými stopkami. 
Zo stredu ruţice vyrastá niekoľko rebrovitých stoniek vysokých 10 - 50 cm. Na konci stoniek 
sa vyvíjajú drobné štvorpočetné zrastenolupienkové kvety usporiadané v krátkom 
hlávkovitom klase. Kvety majú nápadné tyčinky s dlhými belavými nitkami a ţltými 
pernicami. Plod je dvojsemenná tobolka. 
Rastie hojne na lúkach, poliach, v trávnatých porastoch pri cestách a v priekopách. Je 
rozšírený v celej Európe aţ do výšky 1800 m nad morom. 
Zberajú sa listy od júna do augusta. Urýchlene sa sušia najprv na slnku a dosušujú sa 
v tieni alebo v umelých podmienkach pri teplote do 50 °C. Stonky sa odstránia uţ pri zbere. 
Správne usušené listy sú lámavé a sfarbené do hnedozelená. Príliš pomaly sušené alebo 
zberané za vlhká sa ľahko zaparia a sčernejú, čím sa stanú bezcennými. 
Skorocel má najmä protizápalové, antibakteriálne a sťahujúce účinky. Vyuţíva sa zvonka 
na zapálené rany, popáleniny, ekzémy, zapálené oči, štípance od hmyzu, vnútorne pri 
chorobách dýchacích ciest, najmä proti kašľu, pri poruchách trávenia, prebytku ţalúdočnej 
kyseliny, pečeňových a ţlčníkových ťaţkostiach a zápaloch močových ciest. 
Jedna polievková lyţica drogy sa zaleje pohárom horúcej vody a nechá sa 5 minút lúhovať.  
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Skorocel je súčasťou čajov a sirupov proti kašľu. Dostať ho aj v lekárňach. Okrem 
skorocelu kopijovitého sa zberá aj skorocel prostredný (Plantago media) a skorocel väčší 
(Plantago major). Obidva druhy majú však niţší obsah účinných látok [23]. 
 
Obrázok  8: Skorocel kopijovitý [23] 
2.5.5 Zázvor lekársky – Zingiber officinale 
Inak sa nazýva aj ďumbier pravý alebo zázvor pravý. Je rastlina s čeľade ďumbierovité. Má 
výraznú vôňu a ţltú alebo čiernu farbu. Poznáme rôzne druhy v obchodoch je známy zázvor 
čierny (neošúpaný) a zázvor biely (ošúpaný), v Japonsku sa pouţíva ruţový zázvor 
(nakladaný). Má kvety ruţovo bielej alebo ţltej farby. Najvýraznejšou chuťovou zloţkou je 
olej obsahujúci aromatické látky, napríklad zingiberen a malé mnoţstvo bisabolenu, ktoré 
dodávajú zázvoru typickú vôňu. Ostrú chuť ma na svedomí gingerol, chemickým zloţeným sa 
podobá na kapsaicín. Nie je presne určené odkiaľ pochádza. Občas sa uvádza, ţe bol najskôr 
pestovaný na juhu Číny, a neskôr sa rozšíril do Indie. Vďaka moreplavcom sa neskôr rozšíril 
do blízkeho východu a okolia Stredozemného mora. 
Čerstvý, sušený, varený ale i nakladaný pôsobí priaznivo na ľudský organizmus. Čerstvý 
ďumbier skladujeme v chladničke zabalený, aby sa nevysušil a nestuhol. Takto vydrţí čerstvý 
aj niekoľko týţdňov. Dá sa aj zamraziť. Sušený ďumbier skladujeme na suchom, tmavom 
a chladnom mieste. 
 
Obrázok 9: Zázvor lekársky [24] 
Pouţíva sa napríklad proti nevoľnosti a ţalúdočných problémoch. Podporuje vylučovanie 
slín, pouţíva sa aj na podporu chuti do jedla, kašli a prechladnutiu. Účinný je aj pri morských 
ochoreniach. Tlmí zráţanie krvi, zlepšuje jej prietok a tým prispieva k ochrane srdcovo-
cievneho systému. Zniţuje riziko infarktu, artériosklerózy, tlmí bolesti hlavy. Rovnako 
dokáţe účinne tlmiť nauseu (nevoľnosť) a ţalúdočné kŕče, preto sa ďumbier úspešne radí 
medzi najlepšie lieky proti cestovnej nevoľnosti. 
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Pouţíva sa ako korenina v ázijskej a stredomorskej kuchyni uţ viac ako 3000 rokov na 
dochucovanie jedál, zázvorového pečiva, limonád, na prípravu čaju a piva. 
Zázvor môţu pouţívať aj tehotné ţeny. Tie by si však mali v začiatkoch tehotenstva dávať 
pozor. V tehotenstve je vhodnejší ďumbier vo forme prášku alebo tabliet [24]. 
2.5.6 Cesnak kuchynský – Allium sativum L. 
Cesnak kuchynský patrí medzi najstaršie kultúrne a liečivé rastliny. Poznali a vyuţívali ho uţ 
starí Egypťania, Gréci a Rimania. Podzemnú časť tvorí cibuľa zloţená zo strúčikov. Jeho oblá 
nerozkonárená stonka je vysoká 50 - 100 cm. Má malé špinavobiele trojpočetné kvety, ktoré 
sa vyvíjajú v okolíkovitom súkvetí a pred rozkvitnutím sú obalené tulcom. V súvetí vyrastajú 
malé pacibuľky. 
Pôvodne pochádza zo stepí Strednej Ázie, odkiaľ sa postupne rozšíril na všetky kontinenty. 
U nás sa pestuje ako poľnohospodárska plodina v hlinitopiesočnatých pôdach. Rozmnoţuje sa 
vegetatívne. Jednotlivé strúčiky cibule sa vysádzajú do pôdy pri ozimných odrodách cesnaku 
na jeseň, pri jarných na jar. Statnejšie rastliny s väčšími cibuľami vyrastajú z obvodového 
kruhu strúčikov. Strúčiky v strednej časti cibule sú tenšie ako obvodové. Ak chceme získať 
väčšie cibule, odstránime kvety hneď po ich zaloţení na stonke. 
Cesnak sa vytrháva z pôdy v júni aţ v júli po zoţltnutí stonky s listami. Ak sa cibule 
vyberú neskôr, rozpadávajú sa na strúčiky. Cibule sa očistia od pôdy zbavené stoniek, ako aj 
povrchového blanitého obalu a nechajú sa voľne vysušiť. Strúčiky z takto vysušených cibúľ 
moţno pouţiť na jesenné vysádzanie. Cibule určené na konzumáciu sa uchovávajú na 
tmavom a chladnom mieste. Takto vydrţia aţ do novej úrody. Na liečebné účely je lepšie ich 
uchovávať v mikroténových vreckách, aby z nich nevyprchala silica. 
Má antibakteriálne účinky pri zápalových procesoch dýchacích orgánov, pôsobí 
dezinfekčne a regulačne na funkciu orgánov tráviacej sústavy, reguluje mnoţstvo 
cholesterolu, rozširuje cievy a zniţuje krvný tlak, zvyšuje odolnosť organizmu. Zvonka sa 
pouţíva na mokvajúce rany. 2 - 3 strúčiky denne pomáhajú predchádzaniu chorobám, ako aj 
zvýšeniu vitality organizmu a liečbu ochorení. Účinkuje aj proti (ČR)evným parazitom. 
Dezinfekčne pôsobí aj rozdrvený vloţený na vate do boľavého ucha alebo nosa pri zápaloch 
dýchacích orgánov. 
Zápach z cesnaku sa zmierni krátkym povarením v mlieku alebo poţitím lyţice medu pred 
cesnakom [25]. 
 
Obrázok 10: Cesnak kuchynský [25] 
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2.6 Metódy stanovenia vybraných liečiv 
2.6.1 Metóda HPLC/PDA 
Chromatografiu je moţné definovať ako migračný proces, v ktorom sú molekuly zloţiek 
vzorky selektívne spomaľované stacionárnou fázou. Pri sorpčnej kvapalinovej chromatografii 
majú rozhodujúcu úlohu rozdiely v adsorpčných energiách funkčných skupín na povrchu 
adsorbentu a v rozpustnosti zloţiek v stacionárnej fáze. Rozdiely v sorpcii alebo vo veľkosti 
rozdeľovaných molekúl zapríčiňujú rozdielnu rýchlosť pohybu jednotlivých druhov molekúl 
v kolóne, ich rozdielnu retenciu a tým ich rozdelenie. HPLC je kvapalinová chromatografia, 
kde je mobilnou fázou kvapalina a stacionárnou fázou je film príslušnej látky zakotvený na 
povrchu nosiča alebo pevný adsorbent. Hlavné súčasti HPLC chromatografu sú zoradené za 
sebou tak, ako nimi postupne preteká mobilná fáza: zásobník mobilnej fázy, pumpa, 
zariadenie na dávkovanie vzorky, kolóna, detektor spojený s počítačom.  
Metóda HPLC existuje ako normálna a ako reverzná. Pri normálnej je stacionárna fáza 
polárnejšia neţ mobilná fáza, pri reverznej je to naopak. Mobilnou fázou môţe byť voda, 
metanol, acetonitril, ich zmesi v rôznych vzájomných pomeroch, pufry a iné. Zásobníkmi 
bývajú najčastejšie sklenené fľaše. Stacionárna fáza je tvorená mikročasticami silikagélu, na 
ktorých je naviazaná vlastná stacionárna fáza. Môţu ju tvoriť nepolárne uhľovodíky alebo 
polárne uhľovodíky s funkčnými skupinami. Ďalšou súčasťou chromatografu je kolóna plnená 
mikročasticami stacionárnej fázy, ktoré pri prechode mobilnej fázy kladú odpor. Na to, aby 
mohla prejsť mobilná fáza kolónou, je nutný vysoký tlak, ktorý zaisťuje vysokotlaková 
pumpa. Na dávkovanie vzorky do prúdu mobilnej fázy slúţi dávkovacia slučka alebo 
automatický dávkovač. Detektor podáva informácie o zloţení mobilnej fázy pri výstupe 
z kolóny. Často pouţívaným detektorom u metódy HPLC je detektor spektrofotometrický 
(UV - VIS), fluorescenčný a elektrochemický (ECD). Podmienkou pre pouţitie týchto 
detektorov je, aby daný analyt absorboval ţiarenie určitej vlnovej dĺţky (UV-VIS detekcia) 
alebo aby emitoval flourescenčné ţiarenie (fluorescenčná detekcia). Pokiaľ analyt sám o sebe 
neabsorbuje ţiarenie v oblasti UV-VIS alebo neemituje fluorescenčné ţiarenie, je pouţitie 
týchto detektorov podmienené derivatizáciou vzorky (vzorka je chemickou reakciou 
prevedená na zlúčeniny, ktoré majú potrebné vlastnosti - absorpciu UV-VIS, fluorescenciu). 
Elektrochemický detektor je zaloţený na tom, ţe zloţky eluentu sa v detektore oxidujú alebo 
redukujú a meria sa intenzita prúdu, ktorý pri týchto procesoch vzniká. Pri vysokoúčinnej 
kvapalinovej chromatografii preteká aparatúrou mobilná fáza zo zásobnej fľaše, vedená cez 
vysokotlakovú pumpu do kolóny, z nej do detektoru a ďalej do odpadu. Výsledkom HPLC 
analýzy je chromatogram s príslušnými píkmi [26]. 
2.7 Charakterizácia aktívnych látok z vybraných prírodných extraktov 
s protizápalovým účinkom (polyfenoly, flavoniody, antioxidačná aktivita) 
 
Pre stanovenie celkových antioxidantov je pouţitá UV-VIS spektrometria.  Molekulová 
absorpčná spektrometria v ultrafialovej a viditeľnej oblasti sa zaoberá meraním 
a interpretáciou elektrónových spektier molekúl látok, ktoré sú schopné absorbovať 
elektromagnetické ţiarenie. Pri absorpcii dochádza k excitácii valenčných elektrónov, ktoré 
sú súčasťou väzobných molekulových orbitalov.  
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UV/VIS spektrometria je často pouţívaná na štúdium farebných zlúčenín. Farba látky je 
určená vlnovou dĺţkou viditeľného svetla, ktoré nie je absorbované. 
Zdroj ţiarenia spektrofotometra vysiela svetlo o danej vlnovej dĺţke a pomocou detektoru 
je zaznamenávané ţiarenie, ktoré prešlo kyvetou so vzorkou.  
Z rozdielu hodnôt sa vypočíta transmitancia – relatívna hodnota prejdeného ţiarenia, ktorej 
hodnoty sa pohybujú v rozmedzí  0 aţ 1 [27].  
Koncentrácia danej látky je vypočítaná pomocou Lambert-Beerovho zákona, ktorý určuje 
vzťah medzi absorbanciou a koncentráciou.  
 clA  
TA log  
2.8 Stanovenie antimikrobiálneho účinku 
Antimikrobiálne látky predstavujú z farmakologického hľadiska jednu z najdôleţitejších 
skupín liečiv. Dôvodom je ich zvláštne postavenie vo farmakoterapii ‒ sú veľmi často 
ordinované, často ale zbytočne alebo nesprávne. Vo veľkej miere bývajú pouţívané jak 
v humánnej a veterinárnej medicíne, tak i v akvakultúre pre preventívne alebo liečebné účely 
mikrobiálnych infekciách. Niektoré antimikrobiálne látky tieţ môţu byť pouţívané pri 
pestovaní ovocia (streptomycín) a vo včelárstve [28]. 
Pôvodná definícia hovorí, ţe antibiotiká sú zlúčeniny produkované mikroorganizmom, 
ktoré inhibujú rast iného mikroorganizmu. Ako chemoterapeutiká sa dajú zadefinovať látky 
čisto chemického pôvodu [29]. 
2.8.1 Antimikrobiálna aktivita 
Pod pojmom antimikrobiálna aktivita rozumieme zastavenie alebo potlačenie rastu daného 
mikroorganizmu. Stanovuje sa minimálna inhibičná a minimálna baktericídna koncentrácia. 
Minimálna inhibičná koncentrácia (MIC) určuje minimálnu inhibičnú koncentráciu 
antibiotika bez prítomnosti imunitného systému a na kultivačnej pôde. MIC bola, je a bude 
vodítkom pre zistenie citlivosti (a tým aj klinickej účinnosti) pre tzv. typické patogény. MIC 
veľmi dobre koreluje s klinickou účinnosťou u antibiotík, ktorých hladiny v tkanivách 
zodpovedajú hladinám v sére. Minimálna baktericídna koncentrácia MBC antibiotika spôsobí 
smrť daného mikroorganizmu [30].  
2.8.2 Mechanizmus účinku antibiotík 
S rozvojom poznatkov o makromolekulárnych mechanizmoch účinku antibiotík a vzniku 
bakteriálnej rezistencie na ich účinky vznikla klasifikácia podľa chemickej štruktúry 
a predpokladaného mechanizmu účinku. Mechanizmus účinku antibiotika charakterizuje 
spôsob jeho zásahu do syntézy makromolekúl bakteriálnej bunky. V dôsledku väzby 
antibiotka na enzýmy bakteriálnej bunky, podieľajúcich sa na syntéze steny bunky, sa 
bakteriálna bunka prestáva deliť a hynie. Inhibícia syntézy nukleových kyselín môţe 
prebiehať pri replikácii DNA alebo transkripcii. Ďalej môţe byť porušená bunková 
cytoplazmatická membrána (narušenie selektívnej permeability a integrity bakteriálnych 
buniek) a tým bunky zanikajú. Antimikrobiálne látky spôsobujú v niektorých prípadoch 
inhibíciu metabolizmu bakteriálnych buniek [29]. 
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2.8.3 Dilučné metódy stanovenia antimikrobiálnej aktivity 
Dilučné metódy sú metódy vhodné pre kvantifikáciu a stanovenie hladiny MIC, čiţe najniţšej 
koncentrácie, ktorá viditeľne inhibuje rast daného mikroorganizmu. Dilučné metódy tak 
poskytujú  presnejšie informácie o mnoţstve testovanej látky vykazujúcej antimikrobiálny 
efekt. Podstatou metódy je pridanie presného mnoţstva testovanej látky do kultivačného 
média. Antimikrobiálne látky je moţné pridávať do pevných aj tekutých médií. Po 
zaočkovaní a kultivácii sa hodnotí rast, respektíve absencia rastu mikroorganizmu [31]. 
2.8.3.1 Agarová dilučná metóda 
MIC sa zisťuje v agarovom médiu obsahujúcom zvolené koncentrácie antimikróbnej látky. 
Štandardné inokulum vyšetrovaných baktérií je nanášané na povrch agarových médií. Po 
inkubácii hľadáme najniţšiu koncentráciu antimikrobiálnej látky, ktorá inhibuje rast daného 
kmeňa. Agarová dilučná metóda je metódou referenčnou slúţiacou k hodnoteniu nových 
antimikrobiálnych látok, je však pracná a ekonomicky náročná [31]. 
 
Obrázok  11: Agarová dilučná metóda [32] 
2.8.3.2 Bujónová dilučná metóda 
Do rady skúmaviek či do mikrotitračnej doštičky s kultivačným médiom obsahujícím 
zostupnú koncentráciu antimikrobiálnej látky sa očkuje inokulum testovaného kmeňa. Po 
danej dobe inkubácie sa ako MIC hodnotí najniţšia koncentrácia antimikrobiálnej látky, kde 
nie je viditeľný rast mikroorganizmu, tj. nevznikol zákal alebo sediment vyjadrujúci rast 
mikróba. Hodnotenie je moţné uskutočniť vizuálne, ďalšie moţnosti sú turbidimetrické 
stanovenie, meranie absorbancie alebo priame stanovenie počtu buniek napríklad pomocou 
počítacích komôrek či prietokovej cytometrie [33]. 
 
 
Obrázok 12: Bujónová dilučná metóda [34] 
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2.8.4 Difúzne metódy 
Difúzne metódy sú často pouţívané vďaka ich jednoduchosti a rýchlosti. Princípom týchto 
metód je difúzia antimikrobiálnej látky zo zdroja do okolia.  
Týmto vzniká klesajúci koncentračný gradient, ktorý zabráni rastu mikroorganizmu do 
vzdialenosti účinnej inhibičnej koncentrácie (tzv. inhibičná zóna). Difúzna metóda sa 
prevádza na pevných pôdach na ktorých povrchu sú naočkované mikroorganizmy [35]. 
Táto jednoduchá metóda je zaloţená na difúzii antimikrobiálnej látky z papierového disku 
do agarovej pôdy. Agar je naočkovaný stanovenou koncentráciou testovaného 
mikroorganizmu. Absorpciou vody z pôdy dochádza k rozpúšťaniu látky a jej následnej 
difúzii do média. Okolo disku vzniká koncentračný gradient účinnej látky inhibujúcej rast 
mikroorganizmu. Vzniká tzv. zóna inhibície, ktorej priemer a nameraná hodnota sa 
porovnáva.  
Diskovou difúznou metódou je moţné zistiť i účinné koncentrácie antimikrobiálnej látky. 
V tomto prípade sú disky napustené rôznymi koncentráciami testovanej látky [35].  
 
Obrázok  13: Difúzny diskový test [36] 
2.8.4.1 Agarová difúzna metóda 
Princíp metódy je obdobný ako u diskovej difúznej metódy. Rozdiel spočíva v aplikácii 
antimikrobiálnej látky. Látka sa priamo pipetuje do vyhĺbených jamiek v agarovom médiu 
[35].  
 
Obrázok  14: Agarový difúzny test [37] 
2.8.5 E-test 
Metóda kombinujúca difúznu i dilučnú metódu. Metóda je podobná diskovej difúznej metóde, 
ale dá sa s ňou stanoviť i hodnotu MIC. Metóda je však pracnejšia a finančne náročná. Na 
agar na ktorom je naočkovaný testovaný mikroorganizmus sú aplikované E-testové prúţky, 
ktoré na svojich krajoch obsahujú gradient antimikrobiálnej látky [38]. 
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 Látka preniká do média a ovplyvňuje rast. Po uplynutí inkubačnej doby je vytvorená 
elipsoidná inhibičná zóna. Hodnota MIC je odčítaná v mieste, kde sa prelína okraj prúţku 
s hranicou rastu baktérií [38].  
 
Obrázok 15: E-test [39] 
2.9 Kmeň Candida 
Candida sú takmer najuniverzálnejšie kvasinky vyskytujúce sa v malých počtoch na zdravej 
ľudskej pokoţke a C.albicans sú súčasťou prirodzenej flóry mukálnych membrán 
respiračného, tráviaceho a ţenského pohlavného traktu. V prípade pokoţky  jej suchosť 
v porovnaní s iným tkanivom zabraňuje rastu húb, ale poškodená alebo zaparená pokoţka je 
vhodná pre ich rýchly nárast [40]. Zdrojom kvasinkovej infekcie u rizikových pacientov je 
zvyčajne ich vlastná endogénna flóra. Pribliţne 80 % zdravých jedincov je nosičom 
minimálne jedného druhu kvasiniek vo svojej endogénnej (ČR)evnej flóre; kvasinky sa 
nachádzajú aj v ústnej dutine, vagíne, na koţi. Prirodzene, ak sa podmienky rovnováhy 
narušia z dôvodov potlačenia normálnej, komensálnej mikrobiálnej flóry (širokospektrálne 
ATB) a navyše je prítomné porušenie slizničnej bariéry (napr. cytostatickou liečbou) 
a neutropénia, tieto kvasinky sa stávajú nebezpečnými patogénmi. Preto sú kvasinky často 
izolované u pacientov, u ktorých dochádza k porušeniu prirodzenej ochrannej bariéry – 
popáleniny, traumy, intravenózne katétre, iné invazívne výkony a procedúry. C. parapsilosis 
sa častejšie vyskytuje pri katétrových kandidémiách. Nemoţno však vylúčiť ani exogénnu 
infekciu kvasinkami v nemocničnom prostredí, a to najmä prenosom rukami zdravotníckych 
pracovníkov [41]. 
2.9.1 Candida glabrata 
Candida glabrata je kvasinka rodu Candida, predtým známa ako Torulopsis glabrata. Aţ do 
nedávnej doby bola povaţovaná za nepatogénny organizmus [42]. 
 
Obrázok 16: Candida glabrata [43] 
24 
 
Avšak so stále rastúcou populáciou jedincov s oslabenou imunitou trendy ukazujú, ţe C. 
glabrata je vysoko vyskytujúci sa patogén v urogenitálnom trakte. Tvorí mikrobiálny film na 
močových katétroch a často spôsobuje problémy na zubných zariadeniach, ako napríklad 
protézach [42].  
2.9.2 Choroby spôsobené kmeňom Candida 
Premnoţenie niekoľkých druhov, vrátane C.albicans, môţe spôsobiť povrchové infekcie, ako 
napríklad otofaringiálna kandidóza alebo vulgovaginálna kandidóza. Orálna kandidóza je 
beţná pre nositeľov zubných protéz. Pri inak zdravých jedincoch môţu byť tieto infekcie 
liečené povrchovými alebo systémovými antifungálnymi liečivami (často voľne predajnými 
antifungálnymi liečivami ako miconazol alebo klotrimazol). Pri vyčerpaných pacientoch, 
pacientoch s narušenou imunitou alebo pri intravenóznom podávaní môţe kandidóza prerásť 
v systémové ochorenie vyvolávajúce absces, tromboflebitídu, endokarditídu, infekcie očí 
alebo iných orgánov [44].  
2.10 Kultivačné metódy 
Kultivácia (pestovanie) mikroorganizmov predstavuje základ mikrobiologickej práce. 
Mikroorganizmy rastú obvykle niekoľko dní a vyţadujú vhodnú teplotu a prístup vzduchu. 
Správna voľba kultivačného média je základom úspešnej práce. Médiá sa dajú rozdeliť podľa 
niekoľkých hľadísk: 
 podľa pôvodu na prirodzené (mlieko, krv, lístie) a syntetické; 
 podľa skupenstva na kvapalné a stuţené; 
 podľa obsahu ţivín na bohaté (všetky ţiviny sú v nadbytku) a limitované (jedna alebo 
niekoľko ţivín je v nedostatku); 
 podľa selektivity na obecné a selektívne. 
Aj keď je zloţenie kultivačných médií rôzne, má kaţdé médium toto všeobecné zloţenie- 
zdroj uhlíku (sacharidy), zdroj dusíku, zdroj minerálnych látok, selektívne činidlá, voda, látky 
upravujúce pH, stuţovadlo (agar, ţelatína). 
Stuţovanie médií sa najčastejšie uskutočňuje agarom. Agar je polysacharid (polygalaktóza) 
izolovaný z morských rias. Roztápa sa pri 96 ºC a tuhne pri 40ºC, čoho sa vyuţíva pri 
stuţovaní médií, ktoré je moţné po sterilácii za tepla rozliať a po vychladnutí stuhnú. 
Stuţené médiá sa obvykle kultivujú v termostate s výmenou vzduchu. Misky sa kultivujú 
agarom hore. Dôvodom je kondenzácia vody, ktorá takto kvapká len na viečko, zatiaľ čo 
v opačnom prípade by rozmývala rastúcu kultúru. Kvapalné médiá sa obvykle kultivujú 
v termostatovanej trepačke. Trepanie zaisťuje dostatočnú aeráciu kultúry [45]. 
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3 CIEĽ PRÁCE 
Cieľom práce je optimalizácia potrebných metód enkapsulácie, stanovenie aktívnych zloţiek 
a stanovenie veľkosti a stability častíc. Súčasťou práce je riešenie nasledujúcich čiastkových 
úloh: 
 Optimalizácia metód stanovenia obsahu antioxidantov, ibuprofenu a klotrimazolu 
pomocou spektrofotometrie a HPLC. 
 Príprava viacerých typov častíc- lipozómov, alginátových a chitosanových častíc. 
 Stanovenie a porovnanie enkapsulačnej účinnosti aktívnych zloţiek do častíc. 
 Stanovenie a porovnanie veľkosti jednotlivých typov častíc. 
 Štúdium antimikrobiálnej aktivity extraktov a častíc na kultúre Candida glabrata. 
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4 EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 
4.1 Pouţité mikroorganizmy 
V tejto práci bola pouţitá kultúra Candida glabrata CCM 8270, ktorá pochádza z Českej 
zbierky mikroorganizmov Masarykovej univerzity v Brne. 
4.2 Pouţité štandardné chemikálie 
 Ibuprofen- Sigma-Aldrich (SRN) 
 Klotrimazol- Sigma-Aldrich (SRN) 
4.2.1 Chemikálie pouţité na spektrofotometrické stanovenie 
 Folin- Ciocalteau činidlo- p.a., LachNer, (ČR) 
 Uhličitan sodný- p.a., LachNer, (ČR) 
 Kyselina gallová- Sigma-Aldrich (SRN) 
 Dusičnan sodný- p.a., LachNer, (ČR) 
 Chlorid hlinitý- p.a., LachNer, (ČR) 
 Hydroxid sodný- p.a., LachNer, (ČR) 
 Katechin- Sigma-Aldrich (SRN) 
 Etanol- p.a., LachNer, (ČR) 
4.2.2 Chemikálie pouţité na prípravu častíc 
 Lecithin, Sigma-Aldrich (SRN) 
 Cholesterol- Sigma-Aldrich (SRN) 
 Chitosan- Sigma-Aldrich (SRN) 
 Alginát sodná soľ- Sigma-Aldrich (SRN) 
 Chlorid vápenatý- p.a., LachNer, (ČR) 
 Tripolyfosfát- Sigma-Aldrich (SRN) 
 Kyselina octová- p.a., LachNer, (ČR) 
4.2.3 Chemikálie pouţité na HPLC 
 Acetonitril- Sigma-Aldrich (SRN) 
 Etanol- p.a., LachNer, (ČR) 
 Metanol- p.a., LachNer, (ČR) 
4.2.4 Chemikálie pouţité na kultiváciu Candida glabrata 
 Glukóza- p.a., LachNer, (ČR) 
 Pepton- Himedia (India) 
 Agar- Himedia (India) 
4.2.5 Chemikálie pouţité na stanovenie antioxidačnej aktivity 
 ABTS (2,2´-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfuric acid)diammonium salt) - 
Sigma-Aldrich (SRN) 
 Peroxodisíran draselný- Sigma-Aldrich (SRN) 
 Etanol- p.a., LachNer, (ČR) 
 Trolox- Sigma-Aldrich (SRN) 
4.3 Prístroje a pomôcky 
 Thermo Scientific Finnigan Surveyor PDA Plus Detector 
 Thermo Scientific Finnigan Surveyor Pump 
 Koloidný DLS analyzátor Zetasizer ZS, Malvern (UK) 
27 
 
 IMPLEN Nanophotometer UV-VIS 
 ELISA ReaderBio Tek ELx808 
 Ultrazvukový homogenizátor Sonoplus HS 3200, Bandeline 
 Laminárny box Aura mini, Bioair 
 Temperovaná trepačka Heidolph Unimax 1010, Labicom ((ČR)) 
 Analytické váhy, Boeco (Nemecko) 
 Vortex, TK3S, Kartel spa (USA) 
 Centrifúga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (Nemecko) 
 Kolona Phenomenex – Aeris Peptide 3,6u XB-C18 New Column 150x4,6 mm 
 Optický mikroskop a software Dino Capture 
4.4 Spektrofotometrické stanovenie koncentrácie polyfenolov 
K 1 ml Folin- Ciocalteauvovho činidla zriedeného vodou v pomere 1:9 bol pridaný 1 ml vody 
a 50 μl vzorky. Roztok bol premiešaný pomocou Vortexu a po 5 minútach bolo pridané 
1,5 ml nasýteného roztoku uhličitanu sodného. Po premiešaní a 15 minútovom státí bola 
meraná absorbancia pri 750 nm. Ako kalibračný roztok bola pouţitá kyselina gallová 
v koncentračnom rozmedzí 0,1 – 0,7 mg/ml. 
4.5 Spektrofotometrické stanovenie koncentrácie flavonoidov 
Do skúmavky s 0,5 ml stanovovanej vzorky bolo pridané 1,5 ml destilovanej vody a 0,2 ml 
5% roztoku NaNO2. Obsah bol premiešaný a nechal sa 5 minút stáť. Potom bolo pridané 
0,2 ml 10% roztoku AlCl3, premiešané a ponechané 5 minút stáť. Bolo pridané 1,5 ml roztoku 
NaOH o koncentrácii 1 mol/l a 1 ml destilovanej vody, po premiešaní bolo ponechané 
15 minút stáť a bola meraná absorbancia pri 510 nm oproti destilovanej vode. Pre kalibráciu 
bol pripravený roztok katechínu v koncentračnom rozmedzí 0,05 – 0,3 mg/ml. Katechín bol 
rozpúšťaný v etanole. 
4.6 Stanovenie koncentrácie klotrimazolu a ibuprofenu pomocou HPLC 
Na analýzu koncentrácie liečiv pomocou RP-HPLC bolo vyuţité zariadenie Thermo Scientific 
Finnigan Surveyor PDA s detekciou pomocou diodového poľa, spraţená pumpa mobilnej fáze 
Thermo Scientific Finnigan Surveyor Pump a k vyhodnoteniu bol pouţitý software Xcalibur. 
Pri analýze RP-HPLC je mobilnou fázou polárne rozpúšťadlo a stacionárnou fázou nepolárna 
náplň kolóny. Pre analýzu obsahu pouţitých liečiv bola pouţitá 150 mm kolóna Kinetex 5u 
C18 100 A, s vnútorným priemerom 4,6 mm, ktorá bola temperovaná na 30 ºC. Ako mobilná 
fáza bola pouţitá acetonitril : voda v pomere (6:4).  
4.7 Príprava extraktov 
Naváţené mnoţstvo byliniek, cesnaku a zázvoru bolo v skúmavke zaliate vriacou vodou, 
prípadne 40% roztokom etanolu alebo 5% kyselinou citrónovou. 
4.8 Stanovenie antioxidačnej účinnosti extraktov 
ABTS bol rozpustený v destilovanej vode na koncentráciu c = 7 mmol/l. Radikálový anión 
ABTS∙+ bol získaný reakciou s 2,45 mmol/l peroxodisíranom draselným. Roztok bol najmenej 
12 hodín ponechaný v tme pri izbovej teplote. Pred pouţitím bol ABTS∙+ zriedený etanolom 
na absorbanciu pribliţne A = 0,700 pri λ = 734 nm oproti etanolu.  
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Do zúţenej kyvety bol napipetovaný 1 ml ABTS∙+, bolo pridaných 10 μl extraktu a bol 
zaznamenaný pokles absorbancie v 10. minúte.  
Blank sa pozostával z 1 ml ABTS∙+ a 10 μl destilovanej vody. Pre kalibráciu bol pripravený 
roztok Troloxu v koncentračnom rozmedzí 50 – 400 μg/ml. Konečná koncentrácia bola 
vypočítaná pomocou rovnice regresie kalibračnej priamky y = 0,00138912 x [μg/ml]. 
4.9 Príprava častíc 
Všetky typy častíc boli pripravované pomocou tyčového ultrazvuku. Boli pripravené bylinné 
extrakty o koncentrácii 10 mg/ml, cesnakový a zázvorový extrakt o koncentrácii 100 mg/ml, 
a roztok klotrimazolu a ibuprofenu o koncentrácii 10 mg/ml. 
4.9.1 Príprava lipozómov 
Do sady kadičiek bolo pre kaţdý typ lipozómov naváţené 10 mg cholesterolu a 90 mg 
lecitínu. Bolo pridaných 10 ml extraktu a do kadičiek bol ponorený tyčový ultrazvuk. Zmes 
bola 1 minútu premiešavaná pomocou ultrazvuku intenzitou 85%. Extrakty do 
kombinovaných lipozómov boli pripravené podľa nasledujúcej tabuľky (Tab.  1): 
 
Tabuľka 1: Zloţenie roztokov pre prípravu kombinovaných lipozómov 
Lipozómy Cesnakový 
extrakt 
Zázvorový 
extrakt 
Ibuprofen 
 
Klotrimazol 
 
Tymianový 
extrakt 
cesnak+ibuprofen 9 ml  1 ml   
klotrimazol+zázvor  9 ml  1 ml  
kl+ce+tym+ibupr. 3 ml  1 ml 1 ml 3 ml 
4.9.2 Príprava alginátových častíc 
Do sady kadičiek bolo pre kaţdý typ alginátových častíc naváţené 30 mg alginátu a bolo 
pridaných 10 ml extraktu. Do kadičiek bol ponorený tyčový ultrazvuk a zmes bola 30 sekúnd 
premiešavaná intenzitou 25%. Počas premiešavania boli do zmesi po kvapkách pridávané 
3 ml zráţacieho činidla- chlorid vápenatý.  
4.9.3 Príprava chitosanových častíc 
Do sady kadičiek bolo pre kaţdý typ chitosánových častíc naváţené 30 mg chitosánu a bolo 
pridaných 10 ml extraktu a 0,1 ml kyseliny octovej. Do kadičiek bol ponorený tyčový 
ultrazvuk a zmes bola 30 sekúnd premiešavaná intenzitou 25%. Počas premiešavania boli do 
zmesi po kvapkách pridávané 3 ml zráţacieho činidla- tripolyfosfátu. Extrakt do 
kombinovaných chitosánových častíc obsahoval 1 ml roztoku klotrimazolu, 5 ml cesnakového 
extraktu a 4 ml vody. 
4.10 Stanovenie enkapsulačnej účinnosti 
Bol odobratý vţdy 1 ml roztoku všetkých typov častíc do plastových skúmaviek typu 
eppendorf. Roztoky boli centrifugované (14800 ot./min; 5 minút). Enkapsulačná účinnosť (%) 
bola vyhodnotená pomocou stanovenia voľných polyfenolov, prípadne voľného ibuprofenu 
a klotrimazolu v stočenom roztoku. Enkapsulačná účinnosť bola vypočítaná ako podiel 
enkapsulovanej zloţky k celkovému mnoţstvu zloţky v pôvodnom roztoku. 
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4.11 Stanovenie veľkosti častíc pomocou DLS 
Roztoky častíc boli zriedené 100-krát destilovanou vodou. Do kyvety bol napipetovaný 1 ml 
zriedených roztokov častíc. Kyveta bola umiestnená do DLS prístroja Malvern Zetasizer ZS 
a bola zistená distribúcia a priemerná hodnota veľkosti častíc. 
4.12 Stanovenie stability častíc pomocou zeta potenciálu 
Roztoky častíc boli zriedené 100-krát destilovanou vodou. Do kyvety bol umiestnený 1 ml 
zriedených roztokov častíc a bol vloţený elektródový nástavec. Kyveta bola umiestnená do 
DLS prístroja Malvern Zetasizer ZS a bol meraný zeta potenciál. Stabilita častíc bola 
odvodená z hodnoty zeta potenciálu. Častice sa pokladajú za stabilné, ak je hodnota zeta 
potenciálu mimo interval −30 aţ 30 mV. 
4.13 Štúdium dlhodobej stability častíc 
Pre štúdium dlhodobej stability častíc boli lipozómy, alginátové a chitosanové častice  
uchovávané vo vodnom prostredí pri teplote 4 °C. Dlhodobá stabilita bola vypočítaná na 
základe uvoľňovania polyfenolov, ibuprofenu a klotrimazolu z jednotlivých druhov častíc. 
Obsah týchto voľných látok v roztokoch častíc hneď po enkapsulácii bol braný ako 
počiatočná hodnota, ktorá bola odpočítaná od hodnoty v čase týţdeň a mesiac od prípravy 
častíc. 
4.14 Kultivácia Candida glabrata 
Candida glabrata bola kultivovaná v tekutých médiách v Erlenmayerových bankách aj na 
pevných médiách na Petriho miskách. Kultivácia prebiehala za stáleho trepania v trepačke 
vytemperovanej na teplotu 37 ºC. Inokulum kultúry Candida glabrata bolo zaočkované 
z Petriho misky do 50 ml tekutého sterilného média v 100 ml Erlenmayerovej banke. Z takto 
pripraveného inokula boli po 24 hodinách zaočkované Petriho misky a ďalšie tekuté médiá 
podľa potreby. Odobratý bol vţdy 1 ml inokula. 
4.14.1 Ţivné média 
Pre kultiváciu kvasinkovej kultúry Candida glabrata bolo pouţité médium, ktorého zloţenie 
je uvedené v nasledujúcej tabuľke (Tab.  2): 
Tabuľka  2: Zloţenie média 
zloţka mnoţstvo 
pepton 1 g 
glukóza 4 g 
agar 1,5 g 
destilovaná voda 100 ml 
V prípade tekutého média bol vynechaný prídavok agaru. Sterilizácia médií prebiehala 
v tlakovom hrnci po dobu 1 hodiny.  
4.15 Antimikrobiálne testy 
V rámci určenia antimikrobiálneho účinku pripravených extraktov a častíc na kmeň Candida 
glabrata boli vykonané celkovo 3 typy antimikrobiálnych testov- difúzny diskový test, 
stanovenie antimikrobiálnej aktivity pomocou zákalu s pouţitím mikrotitračných doštičiek 
a meraním na prístroji „ELISA reader“, a sledovanie zákalu pomocou skúmavkového testu. 
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4.15.1 Diskový antimikrobiálny test 
4.15.1.1 Terčový 
Na Petriho misky, obsahujúce rovnomerne vyrastené 24 hodinové inokulum kultúry Candida 
glabrata, boli umiestnené 5 mm kruhy filtračného papieru nasiaknuté 10 μl vodných a 40% 
etanolových extraktov byliniek a zázvoru. Ako blank bol pouţitý papierik nasiaknutý 
destilovanou vodou. Po 24 hodinách boli sledované inhibičné zóny. 
4.15.1.2 Jamkový 
Do Petriho misiek, obsahujúcich rovnomerne vyrastené 24 hodinové inokulum kultúry 
Candida glabrata, boli pomocou plastovej špičky na pipetu vytvorené jamky. Do týchto 
jamiek bolo pipetované 60 μl roztokov obsahujúcich cesnakové, klotrimazolové 
a kombinované lipozómy a chitosanové častice. Ako blank bola pipetovaná destilovaná voda. 
Po 24 hodinách boli sledované inhibičné zóny. 
4.15.2 Stanovenie antimikrobiálnej aktivity pomocou zákalu- skúmavkový test 
Do rady skúmaviek bolo pripravené po 10 ml tekutého média. Bolo zaočkované inokulum 
kmeňa Candida glabrata, vţdy po 0,4 ml a bol pridaný 1 ml skúmaného roztoku podľa 
tabuľky 3. Lipozómy boli rozrušené prídavkom 1 ml oleja. Bol meraný zákal pri 630 nm 
v čase 0, 24 hodín a 48 hodín. Ako blanky boli pripravené skúmavky obsahujúce médium, 
bunky a vodu, resp. olej. 
Tabuľka 3: Obsah jednotlivých skúmaviek 
Sk. č.  1 ml 
1. blank voda 
2. blank olej 
3. 
klotrimazol 
lipozómy 
4. rozrušené lipozómy 
5. 
koncentrovaný roztok; 
c = 10 mg/ml 
6. 
cesnak 
lipozómy 
7. rozrušené lipozómy 
8. 
koncentrovaný extrakt; 
c = 0,1 g/ml 
9. 
kl.+ce+ibu+tym 
lipozómy 
10. rozrušené lipozómy 
4.15.3 Stanovenie antimikrobiálnej aktivity pomocou  zákalu- ELISA 
Do jamiek mikrotitračnej doštičky bolo napipetovaných vţdy 150 μl kvasinkových buniek 
s tekutým médiom a 50 μl skúmanej látky (extrakt, roztok častíc, centrifugované roztoky 
častíc, roztok ibuprofenu alebo klotrimazolu). Bolo prevedené meranie na 0 hodinovom 
a 24 hodinovom inokulu kmeňa Candida glabrata. Ako blank bolo pouţitých 150 μl 
kvasinkových buniek zriedených 50 μl destilovanej vody. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUSIA 
5.1 Antioxidačná aktivita 
Podľa postupu uvedenom v bode 4.8 bola stanovená antioxidačná aktivita vodných extraktov 
a extraktov pripravených pomocou 5% kyseliny citrónovej. Výsledky sú uvedené 
v nasledujúcom grafe (Obr. 17). Kaţdý extrakt bol analyzovaný trikrát a v tabuľke 4 je uvedená 
priemerná hodnota z troch meraní. 
 
Obrázok 17: Antioxidačná aktivita extraktov 
Tabuľka 4: Výsledná antioxidačná aktivita v extraktoch 
extrakty bylinka tymian skorocel majoránka ľubovník zázvor cesnak 
vodné c 
[µg/ml] 
211,8 279,2 376,5 303,2 289,3 311,8 
5%k citr. 70,1 130,5 259,9 305,9 200,0 nemeraná 
Z grafu (Obr. 17) je viditeľné, ţe vyššiu antioxidačnú aktivitu prejavovali vodné extrakty. 
Z toho dôvodu boli vodné extrakty pouţité pre prípravu častíc. Z jednotlivých byliniek 
vykazuje najvyššiu antioxidačnú aktivitu vodný extrakt ľubovníka. Antioxidačná aktivita 
vodného extraktu a extraktu pripraveného pomocou 5% kyseliny citrónovej má u majoránky 
pribliţne rovnakú veľkosť. Najniţšia antioxidačná aktivita bola nameraná u oboch extraktu 
zázvoru. U cesnaku bola meraná antioxidačná aktivita len pre vodný extrakt a dosiahla druhú 
najvyššiu nameranú hodnotu. 
5.2 Spektrofotometrické stanovenie koncentrácie polyfenolov v extraktoch 
Podľa postupu uvedeného v bode 4.4 boli spektrofotometricky stanovené koncentrácie 
polyfenolov v jednotlivých extraktoch.  
 
Obrázok 18: Kalibračná krivka pre stanovenie polyfenolov- kyselina gallová 
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Celková koncentrácia polyfenolov bola vypočítaná v miligramoch polyfenolov na gram 
bylinky, cesnaku a zázvoru. Celkové koncentrácie polyfenolov sú uvedené v nasledujúcej 
tabuľke a boli vypočítané z rovnice regresie kalibračnej krivky. Kaţdý extrakt bol 
analyzovaný trikrát a v tabuľke 5 je uvedená priemerná hodnota z troch meraní.  
Tabuľka 5: Výsledný obsah polyfenolov v extraktoch 
extrakty bylinka tymian skorocel majoránka ľubovník zázvor cesnak 
vodné 
c [mg/g] 
47,4 43,0 48,7 44,1 1,4 1,5 
5%k citr. 8,0 19,9 48,8 50,7 0,9 3,0 
 
Obrázok 19: Obsah polyfenolov v extraktoch 
Z grafu (Obr. 19) je viditeľné, ţe viac polyfenolov sa z byliniek uvoľnilo vo vodných 
extraktoch a to je ďalší dôvod (popri antioxidačnej aktivite), prečo boli častice pripravované 
z vodných extraktov. Z grafu je viditeľné, ţe najvyšší obsah polyfenolov vo vodných 
extraktoch bol zaznamenaný u majoránky. Z extraktov pripravených pomocou kyseliny 
citrónovej obsahuje najviac polyfenolov ľubovník. U zázvoru a cesnaku je obsah polyfenolov 
oproti bylinkám minimálny.  
5.3 Spektrofotometrické stanovenie koncentrácie flavonoidov v extraktoch 
Podľa pracovného postupu popísaného v bode 4.5 bolo prevedené meranie obsahu 
flavonoidov v jednotlivých vodných extraktoch. Celková koncentrácia flavonoidov bola 
vypočítaná pomocou rovnice regresie kalibračnej krivky (Obr. 20) a je uvedená v jednotkách 
mg flavonoidov na gram bylinky. Obsah flavonoidov bol meraný vo vodných extraktoch. 
Kaţdý extrakt bol analyzovaný trikrát a bola vypočítaná priemerná hodnota z troch meraní. 
Výsledky sú uvedené v  tabuľke 6. 
 
Obrázok 20: Kalibračná krivka pre stanovenie flavonoidov- Katechín 
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Tabuľka 6: Výsledný obsah flavonoidov v extraktoch 
bylinka tymian skorocel majoránka ľubovník zázvor cesnak 
c [mg/g] 29,4 24,7 31,3 39,3 0,2 0,05 
Najvyšší obsah flavonoidov bol zistený v extrakte skorocelu. Obsah flavonoidov 
v zázvorovom a cesnakovom extrakte je oproti bylinným extraktom zanedbateľný. 
 
Obrázok 21: Obsah flavonoidov vo vodných extraktoch 
5.4 Stanovenie koncentrácie klotrimazolu pomocou HPLC 
S vyuţitím vysokoúčinnej kvapalinovej chromatografie boli zostrojené kalibračné krivky pre 
klotrimazol a ibuprofen, ktoré boli vyuţité predovšetkým k zisteniu enkapsulačnej účinnosti 
liečiv. 
5.4.1 Optimalizácia metódy 
Pre stanovenie liečiv pomocou HPLC bolo nutné optimalizovať výber mobilnej fázy. Boli 
vyskúšané tri typy mobilných fáz: metanol: voda (6:4), acetonitril: voda (6:4), voda: metanol 
(7:3), okyslenie koncentrovanou kyselinou sírovou na pH = 3.  
 
Obrázok 22: Pík klotrimazolu  
Ako najvhodnejšia sa pre analýzu liečiv ukázala mobilná fáza so zloţením acetonitril: voda 
(6:4). Prietok mobilnej fázy bol nastavený na 800 μl/min. Čas analýzy bol nastavený na 15 
minút. Pík odpovedajúci klotrimazolu sa objavil pribliţne v 8. minúte analýzy (Obr. 22). 
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5.4.2 Kalibračná krivka 
Kalibračná krivka bola zhotovená pomocou postupného riedenia zásobného roztoku 
klotrimazolu, ktorý mal koncentráciu 10,9 mg/ml (Obr. 23). Klotrimazol bol rozpustený 
v etanole.  
 
Obrázok 23: Kalibračná krivka klotrimazolu 
5.5 Stanovenie koncentrácie ibuprofenu pomocou HPLC 
5.5.1 Optimalizácia metódy 
Prietok mobilnej fázy bol nastavený na 800 μl/min. Čas analýzy bol nastavený na 5 minút. Pík 
odpovedajúci ibuprofenu sa objavil pribliţne v 2. minúte analýzy (Obr. 24). 
 
Obrázok 24: Pík ibuprofenu 
5.5.2 Kalibračná krivka 
 
Obrázok 25: Kalibračná krivka ibuprofenu 
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Kalibračná krivka bola zhotovená pomocou postupného riedenia zásobného roztoku 
ibuprofenu, ktorý mal koncentráciu 10 mg/ml. Ibuprofen bol rozpustený v destilovanej vode. 
5.6 Príprava častíc 
Podľa pracovného postupu popísanom v bode 4.9 boli pripravené jednotlivé typy častíc. 
Častice boli pozorované pomocou svetelného mikroskopu. Všetky typy pripravených častíc sú 
uvedené v nasledujúcej tabuľke (Tab. 7). 
 
Tabuľka 7: Pripravené typy častíc 
č. častice enkapsulovaná zloţka 
1. 
lipozómy 
prázdne 
2. zázvor 
3. cesnak 
4. tymian 
5. ľubovník 
6. majoránka 
7. skorocel 
8. klotrimazol 
9. ibuprofen 
10. ibuprofen, cesnak 
11. klotrimazol, cesnak 
12. klotrimazol, zázvor 
13. klotrimazol, ibuprofen, tymian, cesnak 
14. 
alginátové častice 
prázdne 
15. zázvor 
16. cesnak 
17. tymian 
18. ľubovník 
19. majoránka 
20. skorocel 
21. klotrimazol 
22. ibuprofen 
23. 
chitosánové častice 
prázdne 
24. zázvor 
25. cesnak 
26. tymian 
27. ľubovník 
28. majoránka 
29. skorocel 
30. klotrimazol 
31. ibuprofen 
32. klotrimazol, cesnak 
 
Celkovo bolo pripravených 32 druhov častíc. Lipozómy obsahujúce enkapsulovaný 
klotrimazol, ibuprofen, tymian a cesnak sú v ďalšom texte označované ako kombinácia. 
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Nasledujúce obrázky (Obr. 26-28) zobrazujú fotografie zástupcov lipozómov, alginátových 
a chitosanových častíc zachytené pomocou svetelného mikroskopu. 
 
 
Obrázok 26: Lipozómy                       Obrázok 27: Chitosanové častice 
 
Obrázok 28: Alginátové častice 
5.7 Enkapsulačná účinnosť 
Jednotlivé enkapsulačné účinnosti boli vypočítané na základe stanovenia voľných zloţiek 
v roztoku častíc. Bol vypočítaný obsah polyfenolov, klotrimazolu a ibuprofenu v roztoku 
obsahujúcom častice, ktorý bol odpočítaný od koncentrácie týchto zloţiek v pôvodných 
extraktoch a roztokoch liečiv. Enkapsulačná účinnosť je uvedená v % zloţiek, ktoré boli 
uzavreté do častíc. Enkapsulačná účinnosť jednotlivých bylinných extraktov, zázvorového 
a cesnakového extraktu bola stanovená spektrofotometricky. Enkapsulačná účinnosť 
ibuprofenu a klotrimazolu bola stanovená pomocou HPLC. 
5.7.1 Enkapsulačná účinnosť lipozómov 
Tabuľka 8: Enkapsulačná účinnosť extraktov do lipozómov 
lipozómy bylinka tymian skorocel majoránka ľubovník zázvor cesnak 
enkapsulačná 
účinnost 
c [mg/g] 21,4 10,9 13,7 17,4 0,4 1,4 
% 45,2 25,3 28,2 39,5 28,6 93,2 
Najvyššia enkapsulačná účinnosť bola zaznamenaná u cesnaku, keď sa enkapsulovalo 
celkovo 93,2 % z pôvodného obsahu polyfenolov v cesnakovom extrakte. Z byliniek sa 
najlepšie enkapsuloval tymian (Tab. 8). 
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Tabuľka 9: Enkapsulačná účinnosť ibuprofenu do lipozómov 
lipozómy liečivo ibuprofen ibuprofen+ cesnak 
klotrimazol, cesnak 
ibuprofen, tymian, 
enkapsulačná 
účinnost 
c [mg/ml] 0,6 0,3 0,0 
% 60,2 28,3 0,0 
Enkapsulačná účinnosť ibuprofenu bola 60,2 %. V kombinovaných lipozómoch obsahujúcich 
navyše cesnakový extrakt sa však značne zníţila a v kombinácii s klotrimazol, tymian a 
cesnak bola enkspulačná účinnosť dokonca nulová (Tab. 9). Naopak podiel enkapsulovaného 
klotrimazolu bol vo všetkých typoch lipozómov vyšší ako 90 % (Tab. 10). 
Tabuľka 10: Enkapsulačná účinnosť klotrimazolu do lipozómov 
lipozómy liečivo klotrimazol klotrimazol+zázvor 
Klotrimazol, cesnak, 
ibuprofen, tymian, 
enkapsulačná 
účinnost 
c [mg/ml] 0,9 0,9 0,9 
% 94,0 92,9 93,2 
5.7.2 Enkapsulačná účinnosť alginátových častíc 
Tabuľka 11: Enkapsulačná účinnosť extraktov do alginátových častíc 
alginátové 
častice 
bylinka tymian skorocel majoránka ľubovník zázvor cesnak 
enkapsulačná 
účinnost 
c [mg/g] 17,3 17,9 5,7 9,1 1,0 0,9 
% 36,5 41,6 11,7 20,5 68,4 62,6 
Najvyššia enkapsulačná účinnosť bola zaznamenaná u zázvoru, a to 68,4 %. Najmenší 
podiel polyfenolov sa enkapsuloval z majoránkového extraktu (Tab. 11). 
Tabuľka 12: Enkapsulačná účinnosť liečív do alginátových častíc 
alginátové častice liečivo ibuprofen klotrimazol 
enkapsulačná účinnost 
c [mg/ml] 1,0 1,0 
% 70,1 99,9 
Z tabuľky 12 je viditeľné, ţe bola zaznamenaná veľmi vysoká hodnota enkapsulačnej 
účinnosti u klotrimazolu. Je moţné tvrdiť, ţe sa enkapsuloval celý pôvodný obsah 
klotrimazolu. 
5.7.3 Enkapsulačná účinnosť chitosánových častíc 
Tabuľka 13: Enkapsulačná účinnosť extraktov do chitosanových častíc 
alginátové 
častice 
bylinka tymian skorocel majoránka ľubovník zázvor cesnak 
enkapsulačná 
účinnost 
c [mg/g] 20,8 15,9 8,7 20,3 1,2 0,6 
% 43,8 37,0 17,8 46,0 81,3 44,7 
Najvyššiu enkapsulačnú účinnosť dosiahol zázvorový extrakt, a to 81,3 %. Najmenej sa 
enkapsulovali polyfenoly z extraktu majoránky (Tab. 13).  
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Tabuľka 14: Enkapsulačná účinnosť liečív do chitosanových častíc 
chitosanové častice liečivo ibuprofen klotrimazol klotr.+cesnak 
enkapsulačná účinnost 
c [mg/ml] 1,0 0,9 0,7 
% 70,5 94,0 71,0 
 
Najlepšie sa do chitosanových častíc enkapsuloval klotrimazol. Enkapsulačná účinnosť 
klotrimazolu sa zníţila v prítomnosti cesnakového extraktu z 94,0 % na 71,0 % (Tab. 14). 
Nasledujúce grafy zhrňujú enkapsulačné účinnosti polyfenolov a liečiv do jednotlivých 
typov častíc. 
 
 
Obrázok 29: Enkapsulačná účinnosť extraktov 
Z grafu 29 je viditeľné, ţe najvyššiu hodnotu enkapsulačnej účinnosti dosiahol cesnakový 
extrakt do lipozómov. Najniţšia hodnota enkapsulačnej účinnosti bola zistená u alginátových 
častíc, konkrétne u majoránkového extraktu. Z grafu 30 je viditeľné, ţe najvyššiu 
enkapsulačnú účinnosť v prípadu liečiv dosiahol vo všetkých typoch častíc klotrimazol, a to 
vyše 90 %.  
 
 
Obrázok 30: Enkapsulačná účinnosť liečív 
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5.8 Veľkosť častíc 
Distribúcia veľkosti a priemerná veľkosť častíc bola zmeraná postupom opísaným v bode 
4.11. 
 
  
Obrázok 31: Priemerná veľkosť lipozómov 
 
Veľkosť častíc sa pohybovala od 33 do 1718 nm. Lipozómy sú v porovnaní s ostatnými časticami 
najmenšie (Obr. 31). Najväčšie priemerná rozmery dosiahli lipozómy s enkapsulovaným 
cesnakovým extraktom, a to 358 nm. Lipozómy obsahujúce kombináciu a lipozómy 
obsahujúce klotrimazol majú pribliţne rovnakú veľkosť a z lipozómov sú najmenšie.  
 
 
Obrázok 32: Priemerná veľkosť polysacharidových častíc 
 
Chitosanové častice obsahujúce enkapsulovaný klotrimazol majú v porovnaní s ostatnými 
polysacharidovými časticami výrazne väčšiu priemernú veľkosť, a to 729 nm (Obr. 32). 
Najmenšie boli u chitosanu prázdne častice Najväčšie priemerne rozmery alginátových 
časticíc dosiahli častice s enkapsulovaným cesnakovým extraktom a to 640 nm, naopak 
najmenšie boli častice s enkapsulovaným klotrimazolom. Jednotlivé priemerné veľkosti častíc 
sú uvedené v nasledujúcej tabuľke 15. 
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Tabuľka 15: Veľkosť častíc 
vzorka 
ø 
veľkost 
[nm] 
interval 
veľkosti 
[nm] 
vzorka 
ø 
veľkost 
[nm] 
interval 
veľkosti 
[nm] 
lipozómy cesnak 358,3 68 –1718 alginát cesnak 639,8 68 – 1106 
lipozómy klotrimazol 159,6 59 – 531 alginát prázdne 521,5 59 – 825 
lipozómy 
klotrimazol+zázvor 
252,5 59 – 712 
alginát 
klotrimazol 
447,9 44 – 621 
lipozómy ibuprofen 227,7 38 – 955 
chitosan 
klotrimazol 
729,2 68 – 955 
lipozómy ibuprofen+ 
cesnak 
209,5 59 – 955 
chitosan 
cesnak 
473,75 68 – 712 
lipozómy kombinácia 156,3 59 – 459 
chitosan 
prázdne 
194,9 33 – 531 
lipozómy prázdne 166,9 68– 458 
chitosan 
klotrimazol+ce
snak 
345,4 33 – 459 
lipozómy tymian 195,3 38 –825 
 
5.9 Stabilita častíc 
5.9.1 Zeta potenciál 
Podľa pracovného postupu uvedeného v bode 4.12 bolo prevedené meranie stability častíc. 
Výsledky priemernej hodnoty zeta potenciálu všetkých meraných častíc sú uvedené 
v nasledujúcej tabuľke 16. 
Tabuľka 16: Namerané priemerné hodnoty zeta potenciálu 
 
vzorka 
ø zeta 
potencial 
 vzorka 
ø zeta 
potencial 
L 
I 
P 
O 
Z 
Ó 
M 
Y 
ibuprofen+cesnak -49,9 alginát 
 
 
cesnak -34,4 
ibuprofen -49,0 klotrimazol -22,6 
cesnak -47,3 prázdne -26,8 
klotrimazol -43,2 chitosan 
 
 
 
klotrimazol 23,4 
kombinácia -43,0 cesnak -2,4 
tymian -37,3 prázdne 26,2 
klotrimazol+zázvor -33,5 klotrimazol+cesnak -8,2 
prázdne -33,4  
Lipozómy aj alginátové častice majú záporný zeta potenciál. Chitosan má kladný zeta 
potenciál.  
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Obrázok 33: Stabilita lipozómov 
 
Obrázok 34: Stabilita polysacharidových častíc 
Grafy stabilít jednotlivých častíc boli pre lepšiu prehľadnosť vytvorené pomocou absolútnych 
hodnôt zeta potenciálov. Červená čiara v grafe (Obr. 33,34) označuje hodnotu 30 mV, ktorá 
sa povaţuje za hranicu stability častíc. Častice, ktoré presahujú túto hodnotu, sú povaţované 
za stabilné. Všetky pripravené lipozómy je moţné povaţovať za stabilné. Najstabilnejšie sú 
kombinované lipozómy obsahujúce ibuprofen a cesnak. Stabilita prázdnych lipozómov je 
porovnateľná s lipozómami obsahujúcimi enkapsulovaný zázvorový extrakt v kombinácii 
s klotrimazolom. Z polysacharidových častíc je moţno povaţovať za stabilné len alginátové 
častice obsahujúce enkapsulovaný cesnakový extrakt. Naopak prítomnosť cesnaku  udáva 
chitosanovým časticiam záporný potenciál a tým ich destabilizuje. Tieto častice boli teda 
najmenej stabilné.  
5.9.2 Dlhodobá stabilita enkapsulovaných zloţiek do častíc 
Dlhodobá stabilita enkapsulovaných zloţiek bola stanovená podľa pracovného postupu 
uvedeného v bode 4.13. Záporná hodnota vyjadruje, ţe obsah jednotlivých látok je menší, ako 
hodnota nameraná v čase 0. Toto mohlo byť spôsobené napríklad degradáciou polyfenolov, 
alebo liečiv vo voľnom roztoku. 
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Obrázok 35: Dlhodobá stabilita lipozómoch- uvoľneniu polyfenolov 
K uvoľneniu polyfenolov z lipozómov došlo po týţdni len v prípade cesnakových 
lipozómov a po mesiaci v prípade skorocelových a cesnakových lipozómov (Obr. 35). 
Lipozómy je teda moţné vo vodnom roztoku povaţovať za dlhodobo stabilné.   
 
Obrázok  36: Dlhodobá stabilita chitosanových častíc- uvoľneniu polyfenolov 
U chitosanových častíc došlo k veľmi malému uvoľneniu polyfenolov len v prípade zázvoru. 
Tieto častice je vo vodnom roztoku taktieţ moţné povaţovať za dlhodobo stabilné (Obr. 36). 
 
Obrázok  37: Dlhodobá stabilita alginátových častíc- uvoľneniu polyfenolov 
K uvoľneniu enkapsulovaných polyfenolov alginátových častíc došlo len po týţdni 
u skorocelových a ľubovníkových extraktov (Obr. 37). 
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Obrázok  38: Dlhodobá stabilita klotrimazolu v časticiach 
Klotrimazol sa z častíc neuvoľnil ani po týţdni, ani po mesiaci. Iba došlo k degradácii 
voľného liečiva, tato koncentrácia bola avšak zanedbateľná vďaka veľmi vysokej 
enkapsulačnej účinnosti. Vysoká stabilita môţe byť spôsobená tým, ţe je nepolárny, a teda 
nie je predpoklad, ţe sa bude uvoľňovať do vodného roztoku (Obr. 38).   
 
Obrázok  39: Dlhodobá stabilita ibuprofenu v časticiach 
V priebehu týţdňa došlo k uvoľneniu enkapsulovaného ibuprofenu z chitosanových častíc 
a z oboch typov lipozómov.  
Po mesiaci došlo k uvoľneniu ibuprofenu len z lipozómov obsahujúcich cesnak a ibuprofen 
(Obr. 38). V kaţdom prípade ale uvoľnenie enkapsulovaného ibuprofenu nie je závadou, 
pretoţe tak aspoň môţe pôsobiť okamţite protizápalovo a analgeticky na zapálenom mieste 
na koţi. 
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5.10 Antimikrobiálne testy 
5.10.1 Diskový antimikrobiálny test 
Najprv bol prevedený diskový antimikrobiálny test s pouţitím jamiek v agare. Jamky mali 
objem 5 μl. U tohto testu nebol zaznamenaný ţiadny antimikrobiálny účinok. 
Tabulka 17: Inhibičné zóny - diskový jamkový test 
vzorka klotrimazol 
c [mg/ml] 20 10 2 0,2 0,02 
veľkosť zóny [mm] 3 2 1,5 1 0 
Obrázok  
     
vzorka 
lipozómy chitosanové častice cesnak 
cesnak klotrimazol 
klotrimazo
l 
klotrimazo
l+cesnak 
306 mg/ml 
veľkosť zóny [mm] 2,5 2,5 2 3,5 3 
Obrázok  
     
Ďalej bol vykonaný diskový antimikrobiálny test s pouţitím kruhov z filtračného papiera, bol 
prevedený pouţitím bylinných extraktov o koncentrácii c = 0,1g/ml a zázvorového extraktu 
o koncentrácii c = 0,7 g/ml. Kruhy boli napustené 10 μl vzorku. U tohto testu nebol opäť 
zaznamenaný ţiadny antimikrobiálny účinok. Preto bol ďalej prevedený diskový 
antimikrobiálny test s pouţitím jamiek v agare. Jamky mali objem 60 μl. Inhibičné zóny boli 
v tomto prípade namerané a ich veľkosti sú uvedené v tabuľke 17. Najväčšia inhibičná zóna 
bola vytvorená okolo jamky s chitosánovými časticami obsahujúcimi klotrimazol a cesnak. 
Okolo klotrimazolu s koncentráciou 20 mg/ml sa vytvorila biela vyzráţaná zóna.  
5.10.2 Stanovenie antimikrobiálnej aktivity pomocou  zákalu- skúmavkový test 
Podľa pracovného postupu uvedenom v bode 4.15.2 bol prevedený skúmavkový 
antimikrobiálny test. Boli testované lipozómy obsahujúce enkapsulovaný cesnak, klotrimazol 
a kombinované lipozómy obsahujúce cesnak, klotrimazol, ibuprofen a tymian. 
 
 
Obrázok  40: Porovnanie zákalu v čase 0 hod: 1-bunky+voda; 2-bunky+olej; 3-klotrimazol konc.;4-
klotrimazol lipozómy; 5-klotrimazol rozrušené lip.; 6- cesnak lipozómy;7- cesnak konc; 8-
cesnak rozrušené lip.; 9-kombinované lipozómy; 10-rozrušené kombinované lip. 
Prídavok oleja má za následok rozpad lipozómov a uvoľnenie enkapsulovanej zloţky. 
Rozrušené lipozómy teda spôsobili väčší výsledný zákal, ako neporušené lipozómy. To sa 
potvrdilo v prípade všetkých troch typov testovaných lipozómov (Obr. 40). 
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V čase po 10 min pôsobenia bol sledovaný zákal vzniknutý rozpadom buniek pôsobením 
pridaných roztokov. Výsledný zákal bol porovnávaný z hodnotou blanku. Čím vyšší je 
výsledný zákal oproti blanku, tým viac buniek sa rozpadlo.  
 
Obrázok  41: Antimikrobiálny test - rozpad buniek vplyvom antimikrobialných látok 
V čase po 10 minútach pôsobenia bol sledovaný zákal vzniknutý rozpadom buniek pôsobením 
pridaných roztokov. Výsledný zákal bol odčítaný od hodnoty blanku. Čím vyšší je výsledný 
zákal, tým viac buniek sa rozpadlo. U všetkých testovaných vzoriek bol zaznamenaný 
výrazný antimikrobiálny účinok, pričom najväčší účinok mal klotrimazol a ďalej extrakt 
cesnaku. Z testovaných rozrušených lipozómov mali najväčší účinok častice 
s  enkapsulovanou kombináciou klotrimazol, cesnak, ibuprofen a tymian (Obr. 41) 
 
Obrázok  42: Antimikrobiálny test - inhibícia rastu kvasiniek 
Bunky C. glabrata boli kultivované spoločne s antimikrobiálnymi vzorkami. V čase 24 a 48 
hodín bola sledovaná miera inhibície rastu buniek (Obr. 42). Čím niţší je výsledný zákal 
oproti blanku, tým je účinnejšia inhibícia rastu kvasiniek. Najúčinnejšie pôsobil 
koncentrovaný roztok klotrimazolu. Kde bol zastavený rast buniek po celých 48 hodín. Ďalej 
extrakt cesnaku zastavil rast minimálne na 24 hodín. Z testovaných lipozómov mali opäť 
najväčší účinok častice s enkapsulovanou kombináciou klotrimazol, cesnak, ibuprofen 
a tymian. Celkovo je moţné tvrdiť, ţe vybrané typy častíc sú voči kvasinkám účinné vo 
vysokej miere.  
Lipozómy oproti rozrušeným lipozómom a koncentrovaným roztokom pôsobia postupne, 
a pozvoľne uvoľňujú enkapsulované zloţky.  
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5.10.3 Stanovenie antimikrobiálnej aktivity pomocou  zákalu 
Podľa pracovného postupu uvedeného v bode 4.15.3 bolo prevedené stanovenie 
antimikrobiálnej aktivity pomocou zákalu. V prípade 24-hodinového inokula bol sledovaný 
po piatich minútach zákal spôsobený rozpadom buniek po pridaní skúmanej látky. V prípade 
0-hodinového inokula bola sledovaná inhibícia rastu kvasiniek v priebehu 0, 1, 2, 6, 24 alebo 
44 hodín.  
 
Obrázok  43: ELISA test- mikrotitračná doštička 
5.10.3.1 Rozpad buniek 
 
Obrázok  44: Antimikrobiálny test - rozpad buniek vplyvom antimikrobialných extraktov 
 
Obrázok  45: Antimikrobiálny test - rozpad buniek vplyvom antimikrobialných častíc 
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U všetkých testovaných vzoriek okrem kombinácie klotrimazol+zázvor, bol zaznamenaný 
okamţitý antimikrobiálny účinok, pričom najväčší účinok mal vzoriek z kombinácie extraktov 
cesnak+klotrimazol+majoránka (Obr.  44, 45). Z extraktov samotných bol najúčinnejší 
klotrimazol. Z pripravených častíc mali najväčší vplyv na rozpad buniek lipozómy, najviac 
predovšetkým lipozómy s extraktom z cesnaku a klotrimazolu. Pri kombinovaných častíc bol 
najvyšší účinok stanovený u chitosanových častíc s klotrimazolom a cesnakom a u lipozómov 
s klotrimazolom, cesnakom a tymianom. 
5.10.3.2 Inhibícia rastu 
V nasledujúcom grafe 46 sú uvedené hodnoty zákalu po 24 hodinách pôsobenia daných látok 
na kmeň Candida glabrata. 
 
Obrázok  46: Antimikrobiálny test - inhibícia rastu kvasiniek pomocou extraktov 
Najúčinnejšie pôsobil klotrimazol. Z extraktov bol antifungálny len extrakt cesnaku, kde 
bol takmer zastavený rast buniek po celých 24 hodín. U všetkých kombinovaných extraktov 
bol stanovený vysoký antimikrobiálny účinok, pričom u kombinácie cesnak+majoránka 
a klotrimazol+zazvor nebol zaznamenaný ţiadny rast buniek (Obr.  46). 
 
Obrázok  47: Antimikrobiálny test - inhibícia rastu kvasiniek vplyvom častíc s aktívnym obsahom 
Z pripravených častíc boli najúčinnejšie všetky častice s extraktom cesnaku, ďalej mali 
vysoký antimikrobiálny účinok častice s klotrimazolom, predovšetkým alginátové 
a chitosanové (Obr.  47). Všetky kombinované častice mali takisto antimikrobiálný učinok. 
Napríklad u kombinovaných chitosanových časticiach klotrimazolu a cesnaku nebol 
zaznamenaný takmer ţiadny rast buniek. 
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6 ZÁVERY  
Táto práca bola zameraná na prípravu, určenie veľkosti, stability, enkapsulačnej účinnosti 
a antimykotického pôsobenia mikro- a nanočastíc s obsahom prírodných extraktov a liečiv. 
Pre prípravu prírodných extraktov boli vybrané nasledujúce bylinky: tymian obecný, 
ľubovník bodkovaný, majorán záhradný, skorocel kopijovitý. Ďalšie extrakty boli pripravené 
zo zázvoru lekárskeho a cesnaku kuchynského. Do častíc boli enkapsulované takisto liečivá, 
a to ibuprofen ako protizápalová a analgetická zloţka a klotrimazol ako antifungálna zloţka.  
V teoretickej časti boli popísané lipozómy, metódy ich prípravy a pouţitie v kozmetike 
a vo farmaceutickom priemysle. Ďalej boli popísané jednotlivé enkapsulované zloţky, metódy 
ich stanovenia a metódy pouţívané pre charakterizáciu častíc. Nakoniec boli popísané metódy 
pre stanovenie antimikrobiálneho účinku a kvasinkový kmeň Candida. 
V praktickej časti boli u jednotlivých extraktoch stanovené obsahy polyfenolov, 
flavonoidov a antioxidačná účinnosť. Takisto bola optimalizovaná metóda HPLC pre 
stanovenie ibuprofenu a klotrimazolu. Ďalej boli pripravené lipozómy, alginátové 
a chitosanové častice, do ktorých boli enkapsulované bylinné, zázvorové a cesnakové 
extrakty, ibuprofen, klotrimazol a niektoré kombinácie týchto zloţiek. Celkovo bolo 
pripravených 32 typov častíc. U pripravených častíc bola sledovaná ich stabilita pomocou zeta 
potenciálu a ich veľkosť meraním pomocou DLS. Najmenšiu priemernú veľkosť 
z premeraných častíc dosiahli lipozómy označované ako kombinácia, obsahujúce 
enkapsulovaný cesnak, klotrimazol, ibuprofen a tymian, a to 156,3 nm. Čo sa týka stability, 
všetky typy pripravených lipozómov boli stabilné. Z polysacharidových častíc boli stabilné 
len alginátové častice obsahujúce enkapsulovaný cesnakový extrakt. 
Podstatnú časť práce zaujíma štúdium a vzájomné porovnanie enkapsulačnej účinnosti 
extraktov a liečív uzavretých do jednotlivých typov častíc. Najvyššiu hodnotu enkapsulačnej 
účinnosti dosiahol roztok klotrimazolu do alginátových častíc, a to 99,93%.  
Čo sa týka dlhodobej stability enkapsulovaných zloţiek do častíc, je moţné tvrdiť, ţe 
všetky typy častíc dobre zadrţiavajú zloţky v sebe vo vodných roztokoch. Výnimkou je len 
ibuprofen, u ktorého bolo po týţdni zaznamenané uvoľnenie do vodného roztoku častíc  
Po príprave a charakterizácii extraktov a častíc boli prevedené antimikrobiálne testy na 
kvasinkovom kmeni Candida glabrata. Bolo skúmané antifungálne pôsobenie extraktov, 
častíc, rozrušených lipozómov, či roztokov klotrimazolu o rôznych koncentráciách.  
Skúmavkový antimikrobiálny test potvrdil, ţe po narušení membrány lipozómov olejom 
dôjde k uvoľneniu enkapsulovanej zloţky, a teda bol účinok rozrušených lipozómov na 
rozpad kvasiniek vyšší, ako v prípade neporušených lipozómov. To je predpokladom 
k postupnému uvoľnovaniu enkapsulovaných zloţiek z lipozómov pri styku s pokoţkou, ktorá 
obsahuje povrchové hydrofóbne zloţky. 
 Predovšetkým extrakt cesnaku a roztok klotrimazolu prejavili vysokú schopnosť inhibície 
rastu kvasiniek. Pri diskovom antimikrobiálnom teste bola najväčšia inhibičná zóna vytvorená 
okolo jamky s chitosánovými časticami obsahujúcimi enkapsulovaný klotrimazol a cesnak. 
Antimikrobiálny test prevádzaný v mikrotitračnej doštičke pomocou ELISA readeru 
potvrdil antifungálny účinok klotrimazolu a extraktu cesnaku. Najlepšie inhibičné schopnosti 
preukázali opäť chitosanové častice obsahujúce klotrimazol a cesnak. Najvyšší účinok na 
rozpad kvasinkových buniek takisto spôsobil roztok klotrimazolu a extrakt cesnaku.  
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V tejto práci boli vytvorené lipozómy a polysacharidové častice pre moţnú aplikáciu do 
kozmetických či farmaceutických produktov s antimykotickým účinkom. Ako najvhodnejšie 
častice pre tieto aplikácie boli stanovené lipozómy, predovšetkým lipozómy s klotrimazolom 
a cesnakom súčasne kombinované aj s ibuprofenom, ktorý pôsobí protizápalovo 
a analgeticky. U týchto častíc bol pozorovaný pozvoľný účinok v priebehu ich rozpadu pri 
styku s pokoţkou, čo môţe predĺţiť účinok výrobku. U alginátových a chitosanových častíc 
bola zaznamenaná u rovnakých kombinácií tieţ vysoká antimikrobiálna aktivita. Avšak 
stabilita týchto častíc nedosahovala rovnakej kvality ako tomu bolo u lipozómov. Častice 
výrazne agregovali a tým znehodnocovali kvalitu výrobku.  
Ako najvhodnejšie aplikačné formy boli vybrané predovšetkým produkty na báze vody - 
rôzne gély. Ako najvhodnejší bol navrhnutý lipozómový hydrogél pripravený za pomoci 
stabilizátoru Carbomer s prídavkom kombinovaných lipozómov o koncentrácii 20-30%. 
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